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INTRODUCTION. 


‘Les études sur les anticorps de la poliomyélte indiquent que les 
groupes de population qui renferment un grand nombre de sujets 
dont le sérum posséde des anticorps virulicides (que nous appelle- 
rons ci~aprés sujets positifs) montrent une morbidité par la para- 
lysie infantile beaucoup plus faible que celle des groupes de popu- 
lation ot: le nombre des sujets possédant ces anticorps est moins 
important. 


C’est ainsi que dans les pays ot: la paralysie infantile est rare on 
trouve constamment qu’une grande proportion des habitants possédent 
des anticorps antipoliomyélitiques. Hudson et Lennette [4] en étudiant 
les anticorps contre la souche MV (souche appartenant au type antigé- 
nique II) chez des négres du Libéria ont trouvé 18 sujets positifs sur 


(*) Travail exécuté avec l’aide du Comité de la Poliomyélite de la 
Section Québecquoise de la Légion Canadienne et du Ministére de la 
Santé de la Province de Québec (octroi fédéral-provincial 4 la recherche 
sur la Santé publique). 
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20 étudiés. Olitsky et Findlay [2] ont, en examinant 72 habitants auto- 
chtones de l’Afrique Occidentale Britannique 4gés de 1 4 40 ans, cons- 
taté que ces sujets possédent tous (72/72) des anticorps contre la sou- 
che MEF1. Gear [3] rapporte que 100 p. 100 des habitants de la race 
noire de l’Afrique du Sud ont des anticorps anti-Lansing ; par contre, 
ces anticorps sont présents chez 80 p. 100 seulement des habitants de 
race blanche. La poliomyélite est quatre fois plus rare chez les negres 
que chez les blancs dans les régions urbaines de ]’Afrique du Sud, et 
dans les territoires habités par les habitants autochtones, cette propor- 
tion devient de 1 cas chez les noirs pour 300 cas chez les blancs. 

Hammon [4] démontre que dans les files du Pacifique, ot. la poliomyé- 
lite paralytique est trés rare ou inexistante, les tout jeunes enfants 
(moins de un an) possedent déja des anticorps anti-Lansing en majeure 
proportion. De méme, Sabin [5] a trouvé chez les enfants de Corée et 
d’Okinawa, ot: la poliomyélite paralytique est rare, un plus grand 
nombre de sujets positifs que chez les enfants de méme 4ge a Cincin- 
nati. Turner [6] a vu que les négres de Baltimore possédent des anti- 
corps anti-Lansing dans une proportion plus grande que les blancs. I 
indique, de plus, que le taux annuel des cas de paralysie infantile est 
de deux a trois fois plus grand chez les blancs que chez les noirs. Les 
résultats de Turner concordent avec ceux de Collins [7] qui trouve que 
dans les Etats du Nord-Est des Etats-Unis la morbidité par poliomyélite 
est quatre fois plus grande chez les blancs que chez les noirs. Les diffé- 
rences de morbidité ne dépendent pas de différences raciales mais du 
mode de vie des différents groupes dans ces régions : dans les Etats du 
Sud des Etats-Unis, la morbidité des blancs devient A peu pres identique 
a celle des noirs. Les Chinois quit tabitent Hawai ont plus rarement 
la poliomyélite paralytique que les Caucasiens [8], mais les Chinois 
habitant San-Francisco montrent une morbidité deux fois plus grande 
que les Caucasiens [9]. 

En contraste avec ces résultats, Paul et Riordan [410], Paul, Riordan 
et Melnick [44], Clark et Rhodes [42] ont trouvé qu’une faible propor- 
tion seulement des Esquimos possédent des anticorps antipolicmyéli- 
tiques : les épidémies d’Alaska, de la baie d’Hudson [43, 14, 45] et du 
Groenland [46] montrent parallélement une grande sensibilité des 
Esquimos 2 la poliomyélite. 


Lorsque l'on considére une méme population, on observe que 
les indjvidus qui ont eu la paralysie infantile (convalescents) possé- 
dent des anticorps antipoliomyélitiques dans une proportion plus 
faible que les enfants ou les adultes normaux des mémes groupes 
age |47, 18, 19}. De méme, pendant l’épidémie de Saint-Augustin, 
que nous avons précédemment étudiée, nous avons observé qu’il 
existe une relation entre la fréquence des anticorps anti-Lansing 
et la morbidité par la pohlomyélite dans les divers groupes d’ages 
de cette population [20]. : 

Dans le but de connaitre la distribution normale des anticorps 
antipohomyélitiques dans les divers groupes d’age de la popu- 
lation de la province de Québec, nous avons prélevé 536 sérums 
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sur des habitants de la ville de Montréal, c’est-a-dire dans une 
région typiquement urbaine par excellence, et par comparaison 
199 sérums chez des habitants du Comté de Roberval, dans une 
région purement rurale située a 230 milles au nord de Montréal, 
sur les bords du lac Saint-Jean. 

Nous comparerons, enfin, les résultats obtenus a ceux de nos 
précédentes études sur la population de Saint-Augustin, dans 'e 
Nord Canadien. 


TECHNIQUE. 


1° Les sfrums. — Les sérums que nous avons examinés ont eu pour 
origine : 

a) 5386 sérums de sujets normaux n’ayant jamais fait de poliomyélite 
paralytique, prélevés & Montréal en 1949, 1950 et 1951 ; 

b) 199 sérums de sujets n’ayant jamais fait de poliomyélite paraly- 
tique, prélevés & Roberval en 1951. 

Tous les sérums, recueillis stérilement, ont été conservés & 4°C jusqu’a 
leur emploi. 


2° Le virus. — Nous avons employé la souche de virus Lansing 
adaptée 4 la souris que MM. Th. Francis Jr. et G. C. Brown ont eu 
Vamabilité de nous expédier d’Ann-Arbour. Cette souche, dont la LD,, 
est de 10—?,°, tue 90 p. 100 des souris a Ja dilution 1 : 10. 

La préparation du virus, la technique de neutralisation et l’appré- 
ciation du degré de positivité ont été les mémes que dans les travaux 
précédemment rapportés [20, 21]. 

Rappelons seulement que des mélanges A parties égales de virus dilué 
a 1 : 10 et des sérums a essayer dilués 4 1 : 2,5, 1 : 10 et 1 : 40 donnant 
ainsi une neutralisation finale du virus a 1 : 20 par des dilutions de 
sérum 4 1:5, 1:20 et 1:80 sont inoculés & des groupes de 8 souris 
par dilution qui restent en observation pendant trente jours. 

Les résultats sont calculés suivant la méthode cumulative de Reed et 
Muench [22], et seuls les sérums donnant une protection cumulative de 
plus de 50 p. 100 sont considérés comme positifs ; ceux qui, positifs 
2 1:5, donnent moins de 30 p. 100 de protection 4 1 : 80, sont qualifiés 
de faiblement positifs ; ceux qui, positifs 4 1:5, donnent au 1 : 80 plus 
de 30 p. 100 de protection sont considérés comme fortement positifs. 

Tous Jes tests présentant une irrégularité quelconque sont répétés. 
Si parmi les 8 souris témoins inoculées avec le virus seul, il y a plus 
d’une survie, toute l’expérience est recommencée. 


RESULTATS. 


1° Sérums ve Monrriar. — Sur 72 enfants agés de 15 jours a 
4 mois, nous n’en avons trouvé que 14 (19 p. 100) ne possédant 
pas dans leur sang d’anticorps neutralisant la souche ‘Lansing ; 
27 enfants (38 p. 100) les possédent en quantité assez faible et 
31 (43 p. 100) en quantité élevée. Sur 13 enfants agés de 5 a 6 mois 
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nous n’avons trouvé que 3 sérums (23 p. 100) fortement positifs, 
{ (31 p. 100) faiblement positifs et 6 (46 p. 100) négatifs. ¥, 
Chez 15 enfants agés de 1 an, nous avons trouvé 5 (81 p. 100) 


TABLEAU I: 


Distribution des anticorps anti-Lansing dans divers groupes de population de la province de Québec 


Montréal Roberval St-Augustin 


ALG Ee Pourcentage | Pourcentage Pourcentage 


0-6 mois 


1-4 ans 


5-9 ans 


10-14 ans* 


15-19 ans 


20-24 ans 


25-29 ans 


30-39 ans 


40-49 ans 


50-59 ans 


60-78 ans 


———— 


TOTAL 


J x 


nombre 88 |85/89 


Fic. 1. — Distribution des anticorps neutralisant la souche Lansing 
chez les habitants de Montréal. 


Ligne ponctuée : pourcentage des sujets normaux possédant un sérum forte- 
ment positif (sérums ++). Trait confinu : pourcentage positif total de la 
population (sérums + et ++). 
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sérums fortement positifs et 11 (69 p. 100) négatifs. A lage de 
2 ans, nous avons trouvé 10 sérums sur 18 (55 p. 100) fortement 
positifs, 2 (11 p. 100) faiblement positifs et 6 (33 p. 100) négatifs. 
Le pourcentage des sujets positifs a cette épreuve reste sensible- 
ment le méme jusqu’a lage de 7 ans, mais a partir de 8 ans, le 
pourcentage des sérums positifs augmente avec l’dge. Chez 
44 enfants agés de 11 4 15 ans, nous avons trouvé 67 p. 100 de 
sérums fortement posilifs, 20 p. 100 de faiblement positifs, et 
13 p. 100 de négatifs. La proportion maxima des positifs est 
alteinte chez les sujets Agés de 35 4 50 ans : sur 61 sérums de ce 
groupe nous avons trouvé 72 p. 100 de positifs, 23 p. 100 de faible- 
ment positifs et 5 p. 100 seulement de négatifs (tableau I et 
fie. 1). 

Retenons-en qua Montréal, les anticorps anti-poliomyélitiques 
apparaissent surtout a partir de ldge de 8 ans, et quwils aug- 
mentent progressivement pour atteindre leur maximum entre 
15 et 30 ans. 


Notons ici enfin qu’A Montréal les jeunes filles paraissent acquérir 
les anticorps type Lansing un peu plus tard que les garcons 
(tableaux If et HI). Parmi les fillettes 4gées de 1 4 4 ans, nous avons 


TABLEAU II 


Distribution des anticorps anti-Lansing dans divers groupes de la population masculine 
de la province de Québec 


ie Montréal Roberval St-Augustin 
Pourcentage | Pourcentage = Pourcentage 
AL Gir be es 
Nombre 0 + ++ Nombre 0 Nombre 
heme Lt L 
1-4 ans 54 oh) Il 50 20 3) 20 
5-9 ans 56 23 18 59 22 9 g 82 33 
10-14 ans 34 12 755) 59 4) 10 10 80 26 
]} 15-19 ans 11 “) 18 73 12) 21 
) 19 14 67 
20-29 ans 39 10 23 67 9) 25 0 16 84 
30-49 ans 30 =| - 10 23 67 15 7 33 60 34 3 15 82 
50-79 ans 28 it 21 68 . - : ' ly 0 53 47 
— aoe ee ee +o SS = = 
TOTAL 252 | 119 176 
pele p23 Bas 


trouvé 43 p. 100 de négatifs, alors que parmi des garcons du méme age, 
nous trouvons seulement 39 p. 100 de négatifs. A partir de 15 ans, le 
pourcentage des sujets ne possédant pas d’anticorps est égal chez les 
hommes et chez les femmes. Cependant, chez les femmes agées de 
20 4’ 29 ans on note encore une proportion de négatifs plus grande 
que chez les hommes du méme age. 
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TABLEAU III 


Distribution des anticorps anti-Lansing dans divers groupes de la population féminine @ 
de la province de Québec 


Montréal Roberval St-Augustin 
AGE Pourcentage Pourcentage 
Nombre 
i 
1-4 ans 28 43 3 | 54 14 21 ae lp 20 70 | 25 5 
5-9 ans 31 39 6 | 55 ) 33 42 | 46 12 
)10 10 20 |, 70 
10-14 ans 39 21 15 | 64 ) 25 12 12 16 
15-19 ans 16 6 19 | 75 18 5 VW 84 18 0 5 95 
20-29 ans 27 15 | 26 | 59 15 0 14 86 24 OF |/Pa2 58 
30-49 ans Ba pe Wl ae 23 9 17 74 28 4 7 89 
50-78 ans 66 9 0 mm 89 
80 157 
on 1 . ‘ al , 
2° SétrRuM bE Ropervat. — Chez les habitants du Comté de 


Roberval, nous avons trouvé qu’a VPage de 2 ans, 27 p. 100 des 


100 


80 


40 


20- 


nombre 30 |34| 73 | 24 


om, lI 


Fic. 2. — Distribution des anticorps neutralisant la souche Lansing 
chez les habitants du comté de Roberval (province de Québec), 


Ligne ponctuée : pourcentage de la population possédant un sérum fortement 


positif. Trait continu : pourcentage posilif total de la population (sérums + 
et +-+-). 
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enfants possédent des sérums fortement positifs (8 sur 11), 27 p. 
100 également ont des sérums faiblement positifs, et 46 p. 100 
(5 sur 11) ne possédent pas d’anticorps anti-Lansing. Le nombre 
des positifs augmente rapidement avec l’age, et sur 23 sérums 
étudiés, provenant d’enfants Aagés de 3 a 4 ans, nous avons trouvé 
14 sérums (61 p. 100) fortement positifs, 4 (17 p. 100) faiblement 
positifs et 5 (22 p. 100) négatifs. Chez 16 enfants agés de 5 a 
7 ans, nous avons trouvé 81 p. 100 des sérums fortement positifs, 
3 p. 100 de faiblement positifs et 6 p. 100 de négatifs. Ces 
chiffres sont trés voisins de ceux trouvés chez 149 habitants du 
Comté de Roberval Aagés de 8 a 48 ans : chez ces derniers, nous 
avons trouvé 76 p. 100 de sérums fortement positifs, 15 p. 100 de 
faiblement positifs et 9 p. 100 de négatifs (voir tableau I, fig. 2). 

Il en résulte qua Vdage de 8 ans, les habitants du Comté de 
Roberval ont pratiquement atteint le niveau dimmunité anti-polio- 
myélitique des adultes. 


Etant donné que le nombre des sérums étudiés en provenance de 
Roberval] n’est pas grand, il est difficile de comparer valablement comme 
a Montréal les taux dans les deux sexes. Mais il semble que ce soit 
comme nous l’avons déja observé ailleurs [24], le sexe féminin qui 
posséde plus d’anticorps 4 tous les ages que le sexe masculin : sur 
20 sérums de garcons agés de 1 a 4 ans, nous avons trouvé 35 p. 100 
de fortement positifs, 30 p. 100 de faiblement positifs et 35 p. 100 de 
négatifs ; chez les 14 filles du méme age, nous avons trouvé 71 p. 100 
des sérums fortement positifs, 7 p. 100 faiblement positifs et 21 p. 100 
négatifs. Chez 99 sujets males agés de 5 a 48 ans, il y en a 74 p. 100 
fortement positifs et 11 p. 100 négatifs, tandis que chez 66 femmes du 
méme Age nous avons trouvé 79 p. 100 des sérums fortement positifs, 
15 p. 100 faiblement positifs et 6 p. 100 négatifs (voir tableaux II et III). 


Discussion. 


1° Les ANTICORPS DES SUJETS NORMAUX. -— Au cours des années 
1949 4 1951, nous avons eu l’occasion d’étudier les anticorps neu- 
tralisant la souche Lansing dans trois groupes de population de la 
Province de Québec. ‘Le premier groupe comprend les habitants 
de la région de Montréal, population purement urbaine, le 
deuxiéme groupe, le Comté de Roberval, soit une région stricte- 
ment rurale, et le troisiéme groupe est formé par les habitants du 
village isolé de Saint-Augustin, situé au nord sur la frontiére du 
‘Labrador {20}. 

En comparant les résultats de ces trois groupes, on voit qu’a 
Saint-Angustin, ¢’est parmi les enfants agés de 1 a 4 ans que l'on 
trouve le plus grand nombre de sujets négatifs. Le pourcentage 
de négatifs trouvé chez les enfants de Saint-Augustin agés de 5 a 
9 ans est égal a celui des enfants de Montréal agés de 1 a 4 ans : 
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par contre, chez les enfants de Roberval agés de 1 a 4 ans, on 
trouve le méme pourcentage de négatifs que chez les enfants de 
Montréal agés de 5 a 9 ans. 

Si lon compare les pourcentages des sujets négatifs qui repre- 
sentent en principe les sujetls sensibles a Vinfection, on vot que 
le taux minimum des sérums négatifs est alteint a 5 ans a& Roberval, 
a“ 11 ans & Saint-Augustin, a partir de 15 ans & Montréal. 

Ces observations indiquent que les enfants d'une localité rurale 
(comté de Roberval) acquiérent les anticorps du type ‘Lansing a 
un age plus jeune que ceux des populations citadines ; par contre, 
le plus faible pourcentage des enfants positifs se rencontre a 
Saint-Augustin, c’est-a-dire dans une localité trés isolée des autres 
groupes de population. 

Parmi les adultes, au contraire, nous avons trouvé que ce sont 
les habitants de Saint-Augustin qui possédent la plus grande 
proportion de sujets positifs, alors que les habitants de Roberval 
nen ont qu’un peu plus que ceux de Montréal. 


POURCENTAGE DES SEBUMS : 
NOMRRE 


Saint-Augustin . . 44 & 75 ans. 
Roberval... ; 8 a 48 ans. 
Montréal os) a 43 a 78 ans. 


De nombreux travaux résultant des enquétes effectuées dans les 
régions arctiques [40, 44, 48, 14, 415, 16] ou tropicales '3, 4} 
comme dans les pays de climat tempéré [5, 6, 9] montrant que le 
nombre de cas de paralysie infantile est en relation inverse de la 
proporlion des sujets possédant des anticorps du type Lansing 
dans leur sang, nous avons voulu comparer la morbidité par polio- 
myélite dans les divers groupes d’a4ge de la population avec la 
courbe de distribution des anticorps établie par nos recherches. 

Disons tout de suite que dans les trois groupes d’habitants de 
la Province de Québec, qui possédent des taux différents d’anti- 
corps anti-Lansing, on observe corrélativement une morbidité 
différente par la poliomyéhte (23, 24]. 


2° LA MORBIDITE PAR POLIOMYELITE. —- Saint-Augustin. — De 
tous les sujets que nous avons examinés, ce sont les adultes de 
Saint-Augustin qui possédent la plus grande proportion de sujets 
positifs : pendant l’épidémie d’hiver de 1950, on n’a_ observé 
aucun cas de poliomyélite chez les habitants dgés de 14 ans et 
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plus. Rappelons que pourtant cette épidémie a été une parmi les 


plus graves qui aient ravagé la race blanche, car le taux de morbi- 
dité y a été de 8 000 cas pour 100 000 habitants. Mais, seuls les 


St - Augustin 


1950 
40,000 
w 
+ 
~ 
A : 
2 w 
2 60 30,000 & 
¢ = 
mo} Q 
zs 2 
= 40 ie 20,0000 
Cc ie x (@) 
@ K ° 
2 So 
= ‘ fe) 
o . == 
a. i 
20 : 10,000 & 
é Qa 
¢ \ ° 
\ °° 
a 


age O 5 Yo fk = oe Oe. ee ak Yee make hs) 


Fic. 3. — Comparaison du taux des anticorps anti-Lansing 
avec Vincidence de la poliomyélite pendant l’épidémie de 1950 4 Saint-Augustin. 


La ligne continue représente le pourcentage des habitants ne possédant pas 
danticorps anti-Lansing. La surface hachurée oblique représente le pourcen- 
tage de population possédant une faible quantité d’anticorps. La sur/ace noire 
représente le nombre des cas de poliomyélite paralytique rapportés au taux 
de 100 000 habitants. La surface hachurée horizontale représente le nombre 
des cas de poliomyélite non paralytique rapportés au taux de 100 090 habi- 
tants. 


enfants de 2 a 14 ans ont été frappés, la majorité des malades 
ayant de 4 4 12 ans. Pour ce dernier groupe d’adge, Ja morbidité 
a été de 23 100 cas pour 100 000 habitants. 

Le test de neutralisation a montré que les tout jeunes enfants de 
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Saint-Augustin ne possédent pas d’anticorps anti-Lansing ou n’en 
possédent qu’en trés faible quantité. Chez les enfants agés de 11 a 
14 ans qui possédent des anticorps en forte quantite, on na 
observé que quelques cas de poliomyélite non paralytique (fig. 3). 
La différence de taux des sujets positifs entre les enfants agés de 
11 ans et plus et ceux de moins de 11 ans, de méme que la diffée- 
rence de morbidité entre ces deux groupes peut étre expliquée par 
Vhypothése suivant laquelle il y aurait eu 4 Saint-Augustin, onze 
ans avant l’épidémie de 1950, une épidémie inapparente de polio- 
myélite non paralytique due & un virus fortement immunisant. 
La différence entre les deux groupes (ceux de plus et ceux de 
moins de 11 ans) est, en effet, trop tranchée pour résulter unique- 
ment des différences individuelles des sujets normaux, 

Roberval. — Chez les enfants de Roberval, nous avons trouvé 
une grande proportion de sujets positifs, plus grande que chez les 
enfants de Saint-Augustin et de Montréal. Or, dans cette région, 
la pohlomyélite est extrémement rare. Pour évaluer la morbidité, 
nous avons dai grouper les comtés Chicoutimi-Nord, Chicoutimi- 
Sud, Lae Saint-Jean et Roberval. Dans ces quatre comtés, situés 
au Sud du Lae Saint-Jean, il y a 150 000 habitants. La morbidité, 
pendant les années qui ont ¢té épidémiques & Montréal a été 
en 1946, 4 cas de pohomyélite pour 100000; en 1949, 2 pour 
100 000. En 1950 et 1951, qui n’étaient pas des années épidé- 
miques, nous trouvons une morbidité de 0 a 0,6 pour 100 000 
habitants (tableau IV). La poliomyélite-infection y est done trés 


TABLEAU IV 


Nombre de cas de poliomyélite par 100.000 habitants 


f_ Roberval, f 
Montréal Lac St-Jean, St-Augustin 
et Chicoutimi 


répandue, comme le montre le taux des anticorps, et prolége 
précocement les enfants contre la poliomyélite-maladie. y 
Montréal. — Si nous comparons le taux des anticorps dans les 
divers groupes d’age de la population de Montréal avee la mor- 
bidité par poliomyélite pendant les années épidémiques, nous 
observons de méme un parallélisme évident entre la morbidité et 


absence d’anticorps dans les groupes considérés. 
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Pendant l’épidémie de 1946, bien décrite par le D™ Groulx dans 
son rapport du Service de Santé de Montréal [23], nous trouvons 
que le nombre maximum des malades se trouve dans les ages de 
1 a9 ans : c’est aussi le groupe qui posséde le moins d’anticorps 
anti-Lansing (fig. 4). 

Rappelons, cependant, que nos études précédentes [20, 24] ont 


Montréal 
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Fic. 4. — Comparaison du taux des anticorps anti-Lansing de la population 

avec l’incidence de la poliomyélite pendant l'année 1946 & Montréal. 

La ligne continue représente le pourcentage de population ne possédant pas 
d’anticorps. La surface hachurée oblique représente le pourcentage de popu- 
lation possédant une faible quantité d’anticorps. La surface hachurée hori- 
zontale représente le nombre de cas de poliomyélite paralytique et non para- 
lytique pendant l’épidémie de 1946 rapportés au taux de 100 000 habitants. 


montré que, selon toute apparence, le virus causal des épidémies 
montréalaises de 1946 et 1949 n’était pas un virus Lansing. 
La deuxiéme épidémiec, en 1949 (fig. 5), nous montre une distri- 
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bution des malades dans les divers groupes d’age assez semblable 
a celle de 1946. Le plus grand nombre des malades ont ¢té ages 
de 1 49 ans, et il y a eu trés peu de malades agés de 20 ans ou 
plus. Ces deux épidémies de 1946 et 1949 ont été assez séveres. 


Montreal 
1949 


Pelio par 100,000 habitants. 


Pourcentage de negatifs. 


G@ge O 5 10 15. 20 “95 30 35 


Fic. 5. — Comparaison du taux des anticorps anti-Lansing 
avec l’incidence de la poliomyélite pendant lannée 1949 & Montréal. 


N. B. — Pour les figures 5 4 10: la ligne continue représente le pourcentage 
des habitants ne possédant pas d’anticorps anti-Lansing. La surface couverte 
de hachures obliques représente le pourcentage de population possédant une 
faible quantité d’anticorps. La surface noire représente le nombre de cas de 
poliomyélite paralytique rapportés & 100 000 habitants et la surface couverte 
avec des lignes horizontales, le nombre de cas de poliomyélite non para- 
lytique rapportés & 100 000 habitants. 


Pendant l’épidémie de 1945-1946, il a été relevé 69,4 cas par 
100 000 habitants et pendant celle de 1949, la morbidité a été de 
22,3 par 100 000 habitants. 
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L’épidémie de 1951 a été assez bénigne : la morbidité y a été 
de 8,4 cas par 100 000 habitants. En 1951 aussi, la plus grande 
morbidité est relevée parmi les enfants dgés de 1 an a 9 ans (fig. 6). 
L’épidémie de 1951 différe cependant des deux précédentes en ce 
que la morbidité chez les enfants agés de 1 43 ans (nés, par consé- 
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Fic. 6. — Comparaison du taux des anticorps anti-Lansing avec l incidence de 
la poliomyélite pendant l’année 1951 & Montréal. (Méme légende que pour la 


figure 5.) 


quent, depuis 1946) a été plus grande que chez les enfants de 4 4 
9 ans. Pendant les épidémies de 1945-1946 et de 1949, la morbidité 
des enfants 4gés de 1 4 3 ans a été sensiblement la méme, ou un 
peu plus faible, que chez les enfants agés de 4 4 9 ans. 

Les figures 3, 5 et 6 montrent que la proportion des sujets para- 
lysés dans les divers groupes d’age suit la courbe représentant le 
pourcentage des sujets ne possédant pas d’anticorps, et que la 
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courbe de morbidité de la poliomyélite est paralléle a la courbe 
représentant le pourcentage de population ne possédant pas d’anti- 
corps ou en possédant en faible quantité. 


Si l'on considére les courbes de neutralisation de la souche Lansing 
et de morbidité de poliomyélite pour les femmes et pour les hommes 
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Fic. 7. — Comparaison du taux des anticorps anti-Lansing avec l’incidence de 


la poliomyélite dans la population féminine pendant l'année 1949 & Montréal. 
(Légende figure 5.) 


séparément, on trouve que cette relation est trés frappante. Ainsi, nous 
avons trouvé que les filles de Montréal agées de 3 A 5 ans possadent 
plus d’anticorps que celles agées de 6 4 9 ans. D’autre part, nous cons- 
tatons que la morbidité par poliomyélite pendant l’épidémie de 1949 
a été plus faible chez les filles Agées de 4 4 5 ans que chez celles agées 
de 6 4 8 ans (fig. 7 et 8). Chez les garcons (fig. 9 et 10), on trouve que 
les garcons Agés de 6 & 7 ans possedent moins d’anticorps que ceux plus 
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jeunes ou plus agés ; c’est dans le méme groupe (6 & 7) aue l'on trouve 
aussi la plus grande morbidité. 


lous nos résultats démontrent que la polioymélite est rare dans 
Jes groupes de population de la Province de Québec dont une 
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Fic. 8. — Comparaison du taux des anticorps anti-Lansing avec l’incidence de 
la poliomyélite dans la population féminine pendant l’année 1951. (Légende 
figure 5.) 


grande proportion posséde des anticorps anti-Lansing, comme 
c’est le cas des habitants de tous ages de la région du Lac Saint- 
Jean (Roberval), et comme c’est le cas pour les adultes seulement 
a Saint-Augustin. Ils montrent aussi que, dans une méme popu- 
lation, la résistance a la poliomyélite augmente (ou la suscepti- 
bilité diminue) au fur et a mesure que le taux des anticorps aug- 
mente dans les divers groupes ddge. 
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I] parait ainsi trés probable que durant les années inter-épidé- 
miques les virus poliomyélitiques, ceux du type Lansing comme 
ceux des autres types, sont répandus a l'état latent dans la popu- 
lation . Les groupes qui vivent dans les conditions d’hygiene favo- 
rables 4 la dissémination du virus de la poliomyélite s’immunisent 
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Fic. 9. — Comparaison du taux des anticorps anti-Lansing avec l’incidence de 
!a poliomyélite dans la population masculine pendant l'année 1949. (Légende 
figure 5.) 


i la faveur d’infections inapparentes contractées par Ja rencontre 
répétée de petites doses de virus qui déterminent a la longue 
V'apparition des anticorps antipoliomyélitiques et la résistance A 
la paralysie infantile. Lorsque cette infection latente manque, il 
n'y a pas d’immunisation : c’est le cas des enfants de moins de 
ll ans, a Saint-Augustin. Pour connaitre complétement |’état 
d’immunité d’une population donnée, il faudrait pouvoir mesurer 
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le taux des anticorps contre chacun des trois types immuno- 
logiques principaux du virus poliomyélitique. 

(Comme nous l’avons vu, les anticorps que nous avons recherchés 
sont ceux du groupe immunologique II (Lansing), alors que les 
virus en cause dans les épidémies considérées ne paraissent pas 
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Fic. 10. — Comparaison du taux des anticorps anti-Lansing avec l'incidence de 
la poliomyélite dans la population masculine pendant l’année 1951. (Légende 


figure 5.) 


appartenir A ce groupe. Les virus I et III sont-ils aussi répandus 
que les virus du groupe II, ou l’infection latente par l’un des types 
de virus fait-elle apparaitre des anticorps pour les autres types 
antigéniques ? Ce point ne pourra étre élucidé que par de nouvelles 
recherches. Il est, en tout cas, acquis que la mesure du taux des 
anticorps anti-Lansing dans une population peut donner une 
image exacte de son état de réceplivité vis-a-vis de Vinfection 
poliomyélitique en général. 

Annales de l'Institut Pasteur, t. 83, n° 1, 1952. 
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CONCLUSIONS ET RESUME. 


Les présentes recherches ont porté sur la recherche des anti- 
corps anti-Lansing chez 735 sujets normaux, soit 536 habitants de 
Montréal (population urbaine) et 199 habitants de Roberval (popu- 
lation rurale), Les résultats en sont comparés a ceux d’une enquéte 
antérieure ayant porté sur 396 habitants de Saint-Augustin (loca- 
lité isolée du Grand Nord Canadien). ‘Les points suivants ressor- 
tent de nos constatations : 

1° A Montréal. — a) 23 p. 100 des enfants agés de 15 jours a 
4 mois ne possédent pas d’anticorps anti-Lansing dans leur sang 
et 33 p. 100 ont un niveau élevé d’anticorps ; 

b) 69 p. 100 des enfants 4gés d’un an sont négatifs et 31 p. 100 
tres positifs ; 

c) A 2 ans, on trouve 33 p. 100 de négatifs, 11 p. 100 de faible- 
ment positifs et 55 p. 100 de fortement positifs ; 

d) Chez les adultes, la proportion est de 5 p. 100 de négatifs, 
23 p. 100 de faiblement positifs et 72 p. 100 de fortement positifs. 

2° A Roberval. — a) Chez les enfants A4gés de 2 ans, nous trou- 
vons : 46 p. 100 de négatifs, 27 p. 100 de faiblement positifs et 
27 p. 100 de positifs ; 

b) A partir de 3 ans, on rencontre 22 p. 100 de négatifs, 17 p. 100 
de faiblement positifs et 61 p. 100 de fortement positifs ; 

c) Chez les adultes, la proportion est de 9 p. 100 de négatifs, 
15 p. 100 de faiblement positifs et 76 p. 100 de fortement positifs. 

3° En comparant trois régions de la province de Québec : Mont- 
réal (région urbaine), Roberval (région rurale) et Saint-Augustin 
(région du Nord, éloignée et trés isolée), nous observons que les 
groupes de population ne possédant pas d’anticorps anti-Lansing 
sont plus susceptibles 4 la poliomyélite paralytique que ceux 
possédant des anticorps anti-Lansing en grande proportion. 

4° La morbidité par poliomyélite paralytique est en raison 
inverse du pourcentage des sujets négatifs dans chaque groupe 
d’age et pour chaque catégorie de population considérée. 

5° La recherche des anticorps anti-Lansing est ainsi un bon 
témoin de I’état de réceptivité d’une population au virus _polio- 
myélitique. 

6° Dans la Province de Québec, que caractérise son homogé- 
néité ethnique, la susceptibilité a la poliomyélite apparait liée 
aux conditions hygiéniques et sociales de vie, les groupes de popu- 
lation rurale et citadine ayant, en méme temps que des modes 
dexistence, des taux de morbidité par poliomyélite ct des niveaux 
d’anticorps différents. Dans un groupe de méme race, mais vivant 
d'une existence isolée (Saint-Augustin), les conditions d’hygiéne 
sont celles de la vie rurale, avec l’immunisation spontanée des 
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habitants qu’elle comporte lorsque le virus est présent (population 
agée de plus de 11 ans); mais l’isolement supprimant les occa- 
sions de réinfection (population en-dessous de 11 ans), on voit 
manquer la protection naturelle et se manifester une réceptivité 
au virus trés élevée parmi les éléments non protégés de la popu-. 
lation. 

7° L’infection spontanée inapparente apparait ainsi comme le 
facteur majeur dans l’immunisation des individus et la résistance 
acquise des populations a la poliomyélite. 


* 
xox 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A LINSTITUT PASTEUR EN 1951 


par R. BEQUIGNON et C. VIALAT. 


Ce rapport, établi suivant le plan fixé par la Conférence inter- 
nationale de la Rage, concerne l’année 1951. 


1° Personnes traitées. 


262 personnes se sont présentées a la consultation du service 
des vaccinations antirabiques. A 96 le traitement a été conseillé. 


2° Méthode de traitement. 


La méthode employée est la méthode Pasteurienne. 

Les moelles sont soumises 4a la dessiccation, en chambre noire 
& 22°, dans des flacons munis de deux tubulures fermées par de 
louate ordinaire et dont le fond est garni de potasse caustique. 
Aprés deux, trois ou quatre jours de dessiccation, les moelles sont 
introduiles dans des pots-bans contenant 20 cm’ de glycérine neutre 
a 30° Baumé et stérilisés a l’autoclave 4 120° . 

Ce procédé de conservation des moelles en glycérine, proposé 
par E. Roux en 1887 [4] et introduit dans la pratique par A. Cal- 
mette en 1891, est adopté, depuis 1911, a |’Institut Pasteur. 

Les moelles ainsi traitées sont conservées a la glaciére 4 +3°. 

Elles ne sont plus utilisées pour la vaccination lorsqu’elles ont 
séjourné dix 4 douze jours en glycérine. 

Chaque jour, les sujets en traitement regoivent 4 ad 5 mm. de 
moelle desséchée et triturée dans 3 cm* d’eau distillée stérile. Le 
traitement a une durée de quinze, dix-huit, vingt et un ou vingt- 
cing jours, suivant la gravité des morsures. 


* 

* ok 
Le virus fixe actuellement utilisé représentait, le 31 décem- 
bre 1951, le 1 884° passage de la souche isolée par Pasteur le 
19 novembre 1882 et employée pour la vaccination, 4 partir du 
90° passage, lors de la création du service de vaccination anli- 


rabique rue d’Ulm. 
Afin d’éviter l’infection possible des moelles, celles-ci sont 
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extraites avant la mort des animaux, qui sont saignés dés que la 


paralysie est complete. : 
Le procédé d’extraction des moelles est celui décrit par Oshida. 


* 
ak 
Formule du traitement d’aprés ]’Age des moelles. 
LDA pete o 5 GoD gD Ob Geo Moelle de 4 jours (3 cm). 
Alte tas tort crete eutieaty PS iG cate Ue I. Jon _— 4 — _— 
Bos ae ore me ol mercy nce Dec _ 4 0— _— 
Bey ee hy Se aihde soe te heaped el wee arom eyne sete: ie — 4 — — 
ieee Sat aoe TIC SOF Obes ae ia a 3 — —_ 
Le eee ee ea ae Chae. yo Woe _— 3 — — 
nerd ae Wu acmintn lSWice omc — 3 — — 
tS AKT ONEOIEC Ok MO tA O oeece CoC —_ 3 — — 
te RE Pies cai mole ih Omani On Dao — 2 — — 
1 seo eee oe obo 1) te wee 0 chao Ane — 3 — 
1 Rae eS Apt etm Ck rom Ara Case — 3 o— —_— 
b phe A ara I dcr orn ee 4 Siri pow keene _— 2 — —_ 
6 aS tet cs aera Set has aCe et OE a _ 3 °-— —_ 
NEO OE A, FE) anh e Nor en Nee maleto maar ED To) Lae _— 3 — — 
AN aoe Irs Pe imine CORR OM UN oT ceto — 2 —* —_— 
TG OUT ah es Reis) tee ete wares omens Moelle de 3 jours (3 cm3). 
4 je —— DEAS bi wlomed fe cee Rees, lhe ae _— 3 _— 
Reto EE RS oe ete ty oe CC. De — 2 — — 
LOE OUT ome eer ee eee eee ae ee Moelle de 2 jours (3 cm3). 
02a IS CAE TS: LOST. ee, Reto, — 2 — —_— 
DAT ig i) popes tampon Acidity Cite scene eranes —_— 2 — — 
De) as ahs elke Saco eMO Gh ss ies teu sts —_ 2 — — 
2380 Sa soe eta ay aes Beyer es — 2 — — 
De eS 8S caps cine heed Ee ele ee ts ee — 2 — —_— 
25¢ Sa Oth. a eee eel ee _— 2 — — 


3° Répartition des personnes traitées d’aprés le territoire sur 
lequel elles ont été mordues : 


Afriquetda Nord) EO AL YL) a een epics Seats eee ae 4 
Afrique Equatoriale: Brancalsossem sisi mene ane 2 
Rance nh: cps komik eae Soke! ECU ee 88 
Daley. ces roe we Wee oy Ging, ee edt ohrtige: tel eee 4 
Madagascar... 5. cust ono ee eee een Se ee ee ee 4 


4° Répartition des personnes traitées suivant l’animal mordeur. 


Chiensidespropriétaires) CONNUS ssa i-mate ne aan 30 
Chiens errants. (v5 -<e ne ee) Oe ee 54 
Chatsdeyproprictaires; cOnmUS: anna incn mnt re 40 
Chat errant. 20. Ft ie. ago ch. cae ie eae ic ee ae 4 
Lapinventexperience: nt er. ep cn ten nee ne 4 


om 


5° Répartition des personnes traitées daprés 
rage chez l’animal mordeur. 


eS preuves de 


Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
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par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 
avec le cerveau ou par un examen histologique. 


Catégorie B. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par examen vétérinaire. 


Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 


COLES OTICP Anta ncr a en ser sh nr iar. oe? RE RES ees 4 
Categories Bie. Ware ce 0m eaets) hoe ees ene Rk es os 2 
Catécoriei Cit 1.0 eae a ewe Race Oe os pi Chae Coie 90 


Nous avons eu a examiner deux cerveaux humains adressés 
lun par M. le professeur Moreau de |’hopital Cochin, l’autre par 
M. le D* Dézest de ’hopital mixte de Yaoundé (Cameroun) : dans 
les deux cas le diagnostic clinique a été confirmé par |’examen 
histologique. 

Les névraxes de 77 animaux ont été soumis a l’examen du 
service des vaccinations antirabiques. Quarante-huit fois les com- 
mémoratifs de la morsure de |’animal et l’examen histologique du 
systéme nerveux nous ont autorisés a arréter le traitement chez 
les personnes mordues. 

Les principes généraux qui ont dicté cette décision ont été rap- 
pelés dans un rapport précédent [2]. 


6° Répartition des personnes traitées d’aprés les caractéres de 
la morsure : 


7° Répartition des personnes traitées suivant que les vélements 
ont été interposés ou non : 


PGQU RIC wen Cer Ee, ee Enis ne a oT es RE ee hs, 62 


8° Répartition des personnes traitées d’aprés le siége de la 
morsure (*) : 


FG LO Meee DN Re cel RW Sch GE ee Tee ou Re ements: at) aio Momo You, 80% 40 
Membres supérieurs. ....... OF a tee fot ta genes 5. Gey tev Ie 53 
PD ROU Cote CON eee oy. RED Se eG Lac Ue ee ems ds cee eats 3 
Moemibresvintérieurseccs ueciacaess. ile, ewe ES. oe Gye ine ten 30 


9° Répartition des personnes traitées d’aprés le nombre de jours 
écoulés entre la morsure et le traitement : 


OV AjOUrS. 0. Sioa et cn Re Ce Ce COL se CERIN RS) ay dst owls 54 
Ra WONG A 6 pcr ohh 0.10 Dad, ONO be CenCnaCulL tee 0 (CaeoO OIE 30 
Sea OULS som came ie) ate) cuetaonsc lS ay ed aS ee es eee 10 
LER), OAL TOES: (ae Go, eh a Ga fe ohio: @) Goce omos cu Sung ncemc MDa 5 
itisndey oie Ourss) see e tte ee ioerE Eso) clus Gu S 0 


(*) Quand il s’agit de morsures multiples, seul est indiqué le siege 
de la morsure la plus dangereuse. 
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10° Autres renseignements : 


Répartition des personnes traitées par départements : 
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Gers 453-5 Gamlarerni. ae 
Uile-et=Vilaines ..s8.0-5 once es 
INTO in atenccie seer See Emenee 


o 

(=) 

< 

= 

o> 

n 

. 

eee 


* 
xk 


LOinet, cee ae or, Cee 2 
LO fe FSS Str es ee sey eee ato 4 
Morbihan...... Metron lees = Sl 
Mosellerms Piet. jae eae 4 
Pas-de-Calais. aes ce int eee 4 
Pyrénées"(Basses) « ¢ «2 4 = 4 
Seine Paris. 3.3... Sacheurcataome 27 

Banli¢ue:. 2 4 see 28 
Seine-et-O1ise i eee ee 40 
Vienne) (Haute iia. 2) e eee 3 
YOnnG so dap wes: Sc eae 4 


Le tableau ci-dessous indique les résultats généraux des vacci- 
nations depuis |’origine. 


aa PERSONNES | CATEGORIE | CATEGORIE | CATEGORIE ape MORTALITE 

AUSDLAEE traitées A B C ba p- 100 
LSS Oct culomys 2 674 231 4 926 514 25 0,94 
ASS iikomeet worn see 4 770 357 4 156 257 A4 0,79 
SS Saver glee ae 4 622 402 972 255 9 0,55 
ASSO eee 2 heh a) 4 830 346 i 187 297 I 0,38 
ASO Oar vers) ae 4 540 416 900 215 5 0,32 
Mls. aoe eas 1 559 324 915 320 4 0,25 
N89 OF Ree ahah 4 790 428 4 062 600 4 0,22 
A SOS ieee neue 4 648 432 4 008 508 6 0,36 
W394 Bara F 1 384 166 798 423 7 0,50 
MTS Sled 4 520 422 949 449 5 0,38 
1896 . 1 308 106 TAT 455 4 0,39 
eR Sh Sy ula enn i) eg) 150 918 461 6 0,39 
AS OSM renceiers 4 465 444 855 469 3 0,20 
18990 rere 1 614 452 4 099 363 4 0,25 
N90 Ose fis oes 4 420 Ao 866 375 4 0,28 
USN ete Sela & 4 324 474 785 362 5 0,38 
VIPs Sees 4 405 4150 625 330 2 0,18 
VICTORS & eames 628 416 224 288 2 0,32 
OCA aE ee 755 448 330 271 3 0,39 
AGO seu ee, e icees 727 166 306 255 3 0,44 
AQIS Bre 2 nce 7712 173 396 203 4 0,43 
SES Boy ore 4 7186 435 384 267 3 0,38 
TOO Aree cere 524 443 269 442 ay 0,19 
1909S es ee 467 84 210 173 4 0,21 
HRD WIL Gh oe On Ie 404 98 143 160 0 0,00 
a OA A ee aoa 342 76 414 452 4 0,29 
NOT OT oP ee 395 7 445 479 0 0,00 
VOL SUR tee se 330 73 A Sac 144 0 0,90 
CL We oe 373 68 402 203 0 0,00 
LOLS lee oe 654 87 304 266 4 0,15 
BOS a. BF & 4 388 188 658 542 3 0,21 
gE Ai ite ie aa 4 543 216 848 479 4 0,26 
1918: eae 1 803 206 885 712 3 0,16 
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Le service antirabique a, en oulre, fabriqué en 1951 : 
17 litres de vaccin antinabique phéniqué 4 usage humain et 
70 litres de vaccin A usage vétérinaire. 


11° Mesures prises en vue de suivre l’évolution des cas trailés 
pendant six mois au maximum. 
Les médecins sont priés de nous tenir au courant des accidents 
qui pourraient se produire pendant les six mois qui suivent ie 


traitement. 


12° Accidents paralyliques : Néant. 


em ecese: 


Néanl. 
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ETUDE EXPERIMENTALE DE LA CORTISONE 
ET DE L’ACTH 
SUR LA PRODUCTION DES ANTICORPS 


par L. CARRERE et J. ROUX (’). 


(Laboratoire de Microbiologie, Faculté de Médecine. 
Montpellier.) 


Les travaux suscités par l’action de la cortisone et de ?ACTH 
sur la formation des anticorps sont nombreux, mais les résultats 
expérimentaux obtenus sont souvent trés différents, méme contra- 
dictoires. ; 

Tandis que certains expérimentateurs estment que ?PACTH et 
la cortisone augmentent Ja production d’anticorps, d'autres 
concluent, au contraire, a leur diminution, d’autres, enfin, ne 
décélent aucune action. Dans quelques expériences, le traitement 
hormonal est institué aprés Vinjection d’antigéne, alors que les 
anticorps sont apparus; ailleurs les injections d’hormones et 
d’antigéne sont concomitantes. 

Chase, White et Dougherty, en 1946, injectant PACTH en 
méme temps que l’antigéne, voient une augmentation importante 
du taux des anticorps. L’ACTH employée ensuite sur animal déja 
immunisé provoque une réaction anamnestique. 

Dans les mémes conditions d’expérience que les auteurs précé- 
dents, Eisen et ses collaborateurs, dosant les anticorps par 
méthode chimique, n’ont trouvé aucune action marquée de 
ACTH. Tout au plus signalent-ils une augmentation trés fugitive 
des anticorps immédiatement aprés V injection hormonale. De 
Vries, utilisant ’!ACTH chez le lapin préalablement immunisé, 
ne voit aucune action. De méme chez homme déja immunisé 
contre l’hémolysine « du staphylocoque, Herbert et de Vries ne 
signalent aucune action appréciable avec une dose unique massive 
de 40 4 400 mg d’ACTH. 

Il en est tout autrement avec Germuth et Ottinger qui insti- 
tuent chez des lapins un traitement hormonal en méme temps 
qu’ils injectent Vantigéne. Ce traitement dure dix-huit jours et 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 mars 1952. 
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les doses quotidiennes d’ACTH ou de cortisone sont de 10 mg 
par jour. Dans ces conditions, l ACTH provoque une diminution 
du taux des anticorps d’environ 50 p. 100. La cortisone a une 
action plus grande, allant jusqu’a la disparition des anticorps. 
Fischel, Kabat et Lemay, utilisant une seule forte dose d’ACTH 
sur le Japin préalablement immunisé, concluent a une légére dimi- 
nution du taux des anticorps circulants, Avec Stoerk et Bjorneboe, 
Fischel, injectant ACTH a dose quotidienne de 0,5 a 1 mg 
pendant vingt-huit jours, en méme temps que |’antigéne, conclut 
a une diminution du taux des anticorps d’environ 50 p. 100. Ils 
obtiennent les mémes résultats avec la cortisone. Récemment, 
Halpern et ses collaborateurs ont étudié le rythme de recharge 
d’anticorps chez des lapins soumis a un traitement par cortisone ; 
celle-ci agit en augmentant le taux d’anticorps pendant les deux 
ou trois premiers jours, ensuite en abaissant trés nettement ce 
taux. 

Ce résumé de quelques travaux parmi les plus marquants 
permet de se rendre compte de l’importance des modalités de 
lexpérience. 

L’antigéne employé, |’état de pureté des produits utilisés, les 
doses, Je moment d’injection de hormone par rapport a |’intro- 
duction de l’antigéne sont autant de facteurs qui doivent contri- 
buer a la diversité des résultats. [Les problémes du réle hormonal 
dans la réponse d’un organisme aux antigénes sont loin d’étre 
résolus. I] ne nous parait done pas inutile de rapporter nos 
essals. 

EXPERIENCES PERSONNELLES. 


I. a) Trois lots de 2 cobayes, du poids moyen de 450 g, 
recoivent en injection intrapéritonéale, 1 ml de G. R. M. lavés 
et 1 ml d’une suspension de Br. abortus tués (1 mulliard de 
germes), A cing reprises, a quatre jours d’intervalle. 

Le premier lot recoit, lors de la premiére injection d’antigéne, 
1 mg de cortisone par voie intramusculaire, et ensuite, pendant 
dix jours consécutifs. 

Le deuxiéme lot recoit pendant dix jours consécutifs, 1 mg 
de cortisone par jour, en injection intramusculaire, a partir du 
onzieme jour aprés le début des injections d’antigénes. 

Le troisiéme lot sert de témoin. 

Testé avant l’expérience, le sérum des cobayes s'est montré 
dépourvu de toute activité hémolytique pour les G. R. M., comme 
de tout pouvoir agglutinant pour Br. abortus. 

Au dixiéme jour, le sérum des cobayes, testé quant a son 
pouvoir hémolytique pour les G. R.M. a permis de constater 
existence d’hémolysines aux taux de 1/32 et 1/64 pour les 
cobayes du premier lot et au taux de 1/256 pour les cobayes des 
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deux autres lots, tandis qu’aucun pouvoir agglutinant pour 
l’Aborius n’était manifesté. 

Au vingtiéme jour, le sérum des cobayes des trois lots possede 
des hémolysines actives a 1/256 pour les G. R.M. Seuls les 
cobayes du troisiéme lot présentent des agglutinines au taux 
maximum de 1/40 pour Abortus. Les cobayes des deux premiers 
lots n’en présentent pas trace. 

Au trentiéme jour, les hémolysines anti-inouton sont demeu- 
rées, pour les trois lots, aux taux de 1/256. Quant aux agglutinines 
pour Abortus, si elles sont passées aux taux de 1/820 et 1/640 
pour les cobayes du troisi¢me lot (témoin), elles s’élévent a peine 
au taux de 1/20 pour les cobayes des deux premiers lois 
(graph. -1 et 2). 

b) Trois lots de 3 lapins du poids moyen de 2,500 kg recoivent 
en premiére injection intraveineuse, puis en deux injections intra- 
péritonéales, a quatre jours d’intervalle, 2 ml de G. R. M. lavés 
et 1 ml d’une suspension de Br. abortus tués (1 milliard). 

‘Le premier lot recoit, lors de la premiére injection d’antigénes, 
2 mg de cortisone par kilogramme, par voile intramusculaire, et 
ensuite, pendant dix jours consécutifs. 

Le deuxiéme lot regoit, pendant dix jours consécutifs, par vole 
intramusculaire, 2 mg de cortisone par kilogramme, a partir du 
onziéme jour aprés le début des injections d’antigénes. 

Avant l’expérience, le sérum des lapins ne présentait aucune 
trace d’hémolysine pour les G.R.M., ni d’agglutinines pour 
VAbortus. 

Au dixiéme jour, le taux des hémolysines anti-mouton, sensi- 
blement le méme pour les trois lots, est de 1/32. Il en est de 
méme pour le taux des agglutinines pour Abortus (1/820), sauf 
pour le lapin AC, du premier lot (1/20 seulement). 

Au vingtiéme jour, le taux des hémolysines anti-mouton, aug- 
menté pour tous les lapins, est égal au 1/64. Le lapin AC, est 
mort au dix-huitiéme jour. En ce qui concerne les agglutinines 
pour Abortus, les lapins du premier lot présentent des taux de 
1/640. Les lapins du deuxiéme lot présentent des différences 
notables : lapin BC,, taux de 1/320 avec phénoméne de zone 
jusqu’au 1/40; lapin BC,, 1/60 seulement ; lapin BC,, 1/320 avec 
phénoméne de zone jusqu’au 1/20. Les sérums des témoins agglu- 
linent l’Abortus aux taux de 1/1 280 (lap. T,) et de 1/640 (lap. T, 
et» T,): 

Enfin, au trentiéme jour, le taux des hémolysines anti-mouton 
atteint 1/128 pour les lapins des deux premiers lots et 1/512 pour 
les lapins témoins. Le taux des agglutinines pour Abortus demeure 
inchangé, 1/640, pour les lapins du premier lot, et s’est abaissé 
pour les lapins du deuxiéme lot: lapin BC,, 1/160 avec zone 
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jusqu’au 1/20; lapin BC,, 1/180, avec zone pour 1/10 ; lapin BC,, 
1/160. Les taux d’agglutination pour les témoins sont : 1/2 560, 
lapin T,, et 1/1 280, lapins T, et T, (graph. 3 et 4). 


II. Trois lots de 3 lapins de 2 kg environ ont été immunisés 
en méme temps qu'ils étaient soumis au traitement hormonal : 
1 lot.a été trailé par la cortisone, 1 lot par ACTH, 1 lot témoin 
n’a regu que l’antigeéne. F 

L’antigéne utilisé est préparé a partir d’une culture de Salmo- 
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nella paratyphi B (n° 77), smooth, traitée par l’alcool pour obtenir 
lantigene O: une culture de vingt-quatre heures sur gélose est 
émulsionnée en eau salée a 8,5 p. 1000. On ajoute une quantité 
égale d’alcool éthylique absolu et on laisse douze heures a |’étuve. 
La suspension est ensuite lavée, reprise par une méme quantité 
d’eau salée et diluée enfin dans l’eau salée de facon a avoir une 
dilution finale d’environ 1 milliard de germes au centimétre cube. 

Le premier jour de l’expérience, un sérodiagnostic d’aggluti- 
nation avec des antigénes standard O et H est fait a chaque 
lapin, pour vérifier l’absence d’ageglutinines — anti-Salmonella. 
Tous les lapins regoivent ensuite 2 cm* d’antigéne par voie intra- 
péritonale. En outre, les animaux du premier lot recoivent 5 mg 
de cortisone par voie intramusculaire ; cette dose continuera a 
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leur étre administrée quotidiennement pendant neuf jours, en sorte 
que finalement chaque lapin aura recu 45 mg de cortisone. De 
meme les lapins du deuxiéme lot recoivent chacun 0,75 mg 
d’ACTH par jour, pendant le méme temps (dose totale, 6,75 mg). 
Le troisiéme lot ne regoit que l’antigéne sans aucun autre traite- 
ment. Une deuxiéme injection d’antigéne analogue a la premicre 
est faite & tous les animaux le cinquiéme jour. Le taux des agelu- 
lunines est suivi pour chaque lapin par des séro-agglutinations 
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effectuées a l'aide du méme antigéne qui a servi 4 immuniser les 
animaux. Au quarantiéme jour de l’expérience (soit trente jours 
aprés la fin du traitement hormonal), une nouvelle injection d’anti- 
géne est faile 4 tous les animaux. Les résultats sont reportés sur 


le graphique 5 et représentent pour chaque lot la moyenne des 
animaux du lot. 


Comme en témoigne ce graphique : 

1° Dés le début de Vexpérience, les taux d’agglutinines des 
lapins traités par ACTH sont inférieurs 4 ceux des témoins, des 
deux tiers environ. 

(Au dixiéme jour, c’est-a-dire le dermer jour du_ traitement, 
les lapins témoins agglutinent aux taux de: 1/1 280, 1/1 280, 
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1/640, soit en moyenne 1/1 066; les lapins ACTH aux taux de : 
1/640, 1/320 et 1/160, soit en moyenne 1/375.) Cette différence 
existe encore trente jours plus tard. 

(Au quarantiéme jour, lapins témoins : 1/320, 1/160, 1/80, 
moyenne 1/185 ; lapins ACTH : 1/160, 1/80, 1/40, moyenne 1/98.) 

L’action de la cortisone est également nette, mais ne parait 
pas persister plus de trois jours aprés |’interruption du traitement 
et est moins marquée que celle de | ACTH. 

(Au dixiéme jour, mémes témoins que précédemment ; lapins 
cortisone : 1/240, 1/640, 1/160, moyenne 1/480.) 

(Au treizieéme jour, témoins: 1/640, 1/640, 1/320, moyenne 
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1/533; lapins cortisone : 1/640, 1/640, 1/80, moyenne 1/455.) 

(Au quarantieéme jour, mémes témoins que précédemment ; 
lapins cortisone : 1/320, 1/160, 1/40, moyenne 1/175.) 

Lorsqu’on fait une injection antigénique de rappel, trente jours 
apres l’arrét du traitement hormonal, |’élévation du taux des anti- 
corps se produit pour les trois lots d’animaux ; elle est cependant 
moins importante chez les animaux précédemment traités par 
ACTH ou la cortisone. 

(Témoins : 1/1 280, 1/640, 1/320, moyenne 1/740; lapins corti- 
sone : 1/640, 1/320, 1/160, moyenne 1/375; lapins ACTH : 1/160, 
1/160, 1/40, moyenne 1/153.) 
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. 2° Deux mois apres le début de Vexpérience, les taux d’agelu- 
lination observés avec les sérums des lapins traités a la cortisone 
sont sensiblement égaux a ceux des témoins ; par contre, chez 
les lapins qui ont recu l’ACTH, le taux des anticorps a continué 
a baisser fortement. Cette constatation faite, il est procédé a une 
injection antigénique de rappel chez tous les lapins, suivie, vingt- 
quatre heures aprés, de l’injection, dans chaque lot respectif, d’une 
dose unique, soit de 5 mg d’ACTH, soit de 5 mg de cortisone. 
Dans ces conditions, comme le montre le graphique 6, la corti- 
sone déclenche une montée plus précoce des anticorps, de méme 
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valeur, mais de période plus courle, comparativement aux animaux 
témoins, tandis que les lapins recevant ACTH ne réagissent 
pas. 

Nos conclusions rejoignent donc celles de Fischel, entre autres : 

Injectés en méme temps que l’antigéne, |) ACTH et la cortisone 
diminuent Ja production d’anticorps. Cette action est d’ailleurs 
moins importante, pour ce qui concerne Ja cortisone, que dans 
les expériences de Germuth et Ottinger ; il est vrai que nous avons 
utilisé des doses bien plus faibles. 

Pour VACTH, par contre, l’emploi de doses faibles parait 
avoir autant d’effet que les fortes doses. 


Dans une derniére expérience, nous avons injecté une seule 
dose, relativement élevée, de cortisone a un lapin ayant recu, 
plusieurs jours auparavant, des suspensions de Brucella par voie 
veineuse. Ce lapin (lapin C), le 26 octobre 1951, 4 9 h. 30, 
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présente 6960 000 hématies par millimétre cube et 5 500 leuco- 
cytes par millimétre cube. Son sérum agglutine l’antigéne du 
C.R. F.O. au 1/320. Un deuxiéme lapin (lapin T), qui a requ 
dans les mémes conditions des Brucella, présente 4 660 000 héma- 
ties par millimetre cube et 4500 leucocytes par millimétre cube. 
Son sérum agglutine au 1/640 l’antigéne Brucella du C. R. F. O. 
Le premier lapin (lapin C) recoit, 4 10 h. 30, 15 mg de cortisone 
intramusculaire. 

A 11 h. 30: hématies, 3 800 000 par millimétre cube ; leuco- 
cytes, 3.100 par millimetre cube ; agglutination de Pantigéne Br. 
du C. R. F. O. positive au 1/320. 

A 15 heures : hématies, 1700000 par millimétre cube ; leuco- 
cytes, 3500 par millimetre cube; taux d’agglutination pour 
Br., 1/150. 

A 19 heures : hématies, 1540000 par millimétre cube ; leuco- 
cytes, 2200 par millimétre cube ; taux d’agglutination pour Br., 
1/80 (+ +). 

Vingt-quatre heures aprés, la numération globulaire donne : 
hématies, 1810000 par millimetre cube ; leucocytes, 3 000 par 
millimétre cube ; taux d’agglutination pour Br., 1/160 (+ +). 

Einfin, quarante-huit heures aprés, on note : hématies, 1 900 000 
par millimétre cube ; leucocytes, 3 200 par millimétre cube ; taux 
d’agglutination pour Br., 1/160 (+ +). 

Dans les mémes conditions, le lapin T n’a montré que de 
minimes variations du nombre des hématies : 5 660 000, 5 600 000, 
5 550 000, 5 340 000 par millimétre cube, et du nombre des leuco- 
cytes : 3500, 3420, 3600, 2960 par millimétre cube. Taux 
d’agglutination pour Br. invariable au 1/640. 

Au sixieéme jour, la numération des hématies pour le lapin C 
donne : 5 660 000 par millimetre cube, et pour les leucocytes : 
5 600 par millimétre cube, done retour a l'état antérieur a V’injec- 
tion de cortisone, mais le taux d’agglutination pour Br. est 
demeuré 4 1/160 (+ +). 

La formule leucocytaire a révélé une baisse d’abord nette des 
lymphocytes, avec remontée rapide et pourcentage normal ensuite. 

9 heures : lymphocytes, 64 p. 100 ; poly neutrophiles, 33 p. 100 ; 
éosinophiles, 2 p. 100; monocytes, 1, 

11 h. 30: lymphocytes, 34 p. 100 ; poly neutrophiles, 65 p. 100 ; 
plasmocytes, 1 p. 100. 

15 heures : lymphocytes, 72 p. 100; poly neutrophiles, 
20 p. 100; monocytes, 3 p. 100. 

19 heures : lymphocytes, 70 p. 100; poly, 28 p. 100; mono- 
cytes, 2 p. 100. 

Vingt-quatre heures aprés: lymphocytes, 63 p. 100; poly, 
34 p. 100; monocytes, 3 p. 100. 
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La cortisone semble done avoir abaissé brutalement le taux des 
agglutinines qui est demeuré ensuite plus bas qu’avant linjec- 
tion de Vhormone et a provoqué une leucopénie sensible, mais 
surtout une anémie trés importante, 


QUE PEUT-ON RETIRER DES EXPERIENCES RELATEES ? 


1° Quant a Vaction de la cortisone chez les lapins ? 

Dans notre premiére expérience, sur ces animaux, la cortisone 
na paru avoir qu'une influence minime sur la production des 
hémolysines, celles-ci ont apparu au méme taux pour les trois 
lots ; cependant, le taux de ces anticorps a augmenté plus vite 
et s'est maintenu a une valeur plus élevée pour les témoins ; la 
différence est surtout sensible vis-a-vis des lapins ayant recu la 
cortisone en cours d’immunisation. 

Dans les trois lots, la méme différence apparait pour les anti- 
corps agglutinant les Brucella ; les lapins ayant recu la corti- 
sone en cours d’immunisation ont présenté le phénoméne dit de 
zone (sans anticorps bloquants) et le taux des agglutinines a tou- 
jours été moins élevé aprés les injections de cortisone, alors 
qu’antérieurement il était égal aux taux des deux autres lots. 

Dans la deuxiéme expérience, nous avons obtenu des réactions 
a peu prés semblables : s’agissant d’agglutinines, la cortisone 
parait influencer défavorablement l’élaboration des anticorps — 
du moins la teneur du sérum en agglutinines — tant que se pour- 
suit apport hormonal ; par la suite, il y a presque égalité avec 
les témoins, la différence n’apparaissant que lors des injections de 
rappel ; en effet, le taux des anticorps chez les lapins ayant recu 
la cortisone est inférieur 4 celui des témoins lors d’une injection 
antigénique de rappel. Enfin, lorsqu’on renouvelle injection 
d’antigéne, suivie, vingt-quatre heures apres, d’une dose de corti- 
sone, le taux des anticor ps monte un peu plus vite que chez les 
(émoins, mais redescend ensuite plus rapidement. Halpern et ses 
collaborateurs ont signalé ces faits en étudiant le systéme de 
recharge des anticorps, le rapportant a une libération d’anticorps 
de stockage. 

2° Quant a l’action de la cortisone chez les cobayes ? 

En ce qui concerne les hémolysines, |’action de la cortisone s’est 
montrée défavorable pour le lot d’animaux la recevant en méme 
temps_que l’antigéne (en accord avec ]a deuxiéme expérience chez 
les lapins). Son influence a été nulle chez les cobayes recevant la 
cortisone en fin d’immunisation. 

Vis-a-vis de la production des agglutinines pour les Brucella, 
l’action de la cortisone parait trés nette ; il y a retard sur l’appa- 
rition des anticorps dans les deux lots de cobayes recevant le 
produit en injection, par rapport aux témoins, et les taux sonl 
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demeurés inférieurs par la suite (il est vrai que les Brucella tués 
se montrent de mauvais antigénes par injections intrapéritonéales 
chez le cobaye). 

3° Action de ’ ACTH chez les lapins ? 

Cette action est plus nette; elle apparait dés le début des 
injections ; son influence persiste, méme aprés l’arrét de son 
apport. Le taux des anticorps, toujours moins élevé que chez 
les témoins et chez les lapins recevant la cortisone, baisse aussi 
plus rapidement et, s’il y a une nouvelle élaboration au trenticéme 
jour, lors d’une injection d’antigéne de rappel, les agglutinines 
demeurent encore a un taux inférieur. La baisse est ensuile 
encore plus sensible (1/40 contre 1/160 pour les deux autres lots). 
Il faut enfin remarquer l’absence de toute réponse a apport 
d’antigéne au quarantiéme jour, une injeclion d’ACTH ne _ pro- 
duisant absolument aucun effet. Une perturbation profonde, 
durable, du mécanisme d’élaboration des anticorps est mani- 
feste ; il semble que les animaux traités par ACTH ont perdu 
toute possibilité de produire des anticorps, du moins pour un 
antigéne donné. ‘ 

Nous ne pouvons donner de résultats valables quant a l’action 
de la cortisone et de ACTH sur la formule sanguine ; la corti- 
sone, chez les lapins traités, n’a provoqué aucune modification 
sensible ; dans la. premiére expérience, les hématies ont présenté 
un nombre a peu prés constant pour les trois lots ; par contre, 
le nombre des leucocytes a subi des variations de sens opposé, 
contrastant avec la constance pour les lapins témoins (différence 
100 et 750 en plus) : 

a) Constante diminution (8 800 et 2300 en moins) pour les 
lapins du premier lot (cortisone pendant ]’immunisation). 

b) Constante augmentation (2 000, 2 660, 3 400 en plus) pour les 
lapins du deuxiéme lot (cortisone aprés début d’immunisation). 

La formule leucocyltaire est difficile a interpréter. Il semble 
que les variations sont plus individuelles qu’en relation avec 
Veffet possible de la cortisone. 

Signalons le cas du lapin AC, qui, dés le début de V’injection 
de cortisone, a présenté une perte de poids (2,500 kg, 2,300 ke, 
2 kg, 1,850 kg) jusqu’a sa mort avec leucopénie intense (12 400 
avant l’expérience, 4350 au quatriéme jour, 4200 au onziéme 
jour, aprés cessation de la cortisone). A l’autopsie : 

Rate: hémorragique avec intense réaction histiocytaire. Les 
histiocytes sont bourrés de petits corps sphériques de nature 
indéterminée (ferrique ?). 

Foie: hypertension de la veine sous-hépatique. Dilatation des 
sinus 4 la partie centro-globulaire. Dégénérescence des cellules 
hépatiques. 

Rein; tres intense glomérulo-néphrite. La majorité des glomé- 
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rules présente l’aspect de pains a cacheter. Nombreux crois- 
sants fibreux. Fibrose de la capsule. Desquamation des tubes 
uriniféres avec nombreux cylindres. Cortico-surrénale hémor- 
ragique. Lésions que l’on ne peut attribuer a une autre cause 
qua la cortisone. 

CoNCLUSIONS. 


Réduits, par le manque de cortisone et d’ACTH, a expéri- 
menter sur un petit nombre d’animaux, nous ne saurions qu’inté- 
grer les faits observés dans l’ensemble des résultats obtenus par 
les autres expérimentateurs pour en tirer des conclusions ayant 
quelque valeur. 

Nous pensons que cortisone et ACTH agissent strement sur 
les cellules génératrices des anticorps selon la dose de l’hormone, 
son moment d’application, dans les deux sens opposés, mais plus 
généralement — surtout en ce qui concerne ?ACTH — pour 
géner |’élaboration des anticorps. Leur mécanisme reste encore 
trés hypothétique. 
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CULTURE DE BACILLUS ANTHRAGIS 
EN MILIEU CALCIQUE ET EN MILIEU OXALATE 


par E. RENAUX. 


(Université Libre de Bruxelles, Faculté de Médecine, 
Laboratoire de Bactériologie.) 


J. Bordet et E. Renaux [4] ont étudié Vaction du calcium sur 
l’évolution d’une souche de bactéridie charbonneuse (souche St. J.). 
Ils ont montré notamment que, tandis que l’enrichissement de la 
eélose nutritive en calcium favorise l’apparition d’une race 
asporogéne, l’addition d’oxalate neutre de sodium 4 cette méme 
eélose en vue de précipiter le calcium conserve et développe au 
contraire l’aptitude a la sporulation. 

Depuis lors, l’entretien de cette souche pendant de nombreuses 
années sur gélose ordinaire d’une part, sur gélose oxalatée 
d’autre part, lui a conféré des propriétés nouvelles que l’on peut 
résumer briévement comme suit, tout au moins pour les points 
qui nous intéressent ici: sur gélose ordinaire, perte totale de 
la virulence et diminution marquée de l’aptitude a produire des 
spores ; sur gélose oxalatée, virulence conservée et production 
tres active de spores. 

P. Bordet [2], étendant ces recherches a d’autres germes spo- 
rulés, germes de l’air, notamment, a obtenu, tant en milieu 
oxalaté qu’en milieu enrichi en calcium, des résultats fort ana- 
logues et, dans l’ensemble, confirmatifs de ceux publiés par 
J. Bordet et E. Renaux. 

Cependant, I. Gorrieri [8], usant de techniques différentes, 
obtient des résultats assez discordants et, par ailleurs, souvent 
irrégulers. Peut-étre faut-il en rechercher la cause dans le fait 
que, précisément, les essais n’ont pas été conduits de la méme 
facon, ou encore, dans les qualités particuliéres de la souche 
qu’j] utilise. 

Quoi quil en soit, nous avons tout d’abord refait les expé- 
riences de Bordet et Renaux avec la souche St. J. entretenue 
sur gélose ordinaire depuis vingt ans. Aprés quelques passages 
sur gélose additionnée de calcium d’une part et sur gélose oxa- 
latée d’autre part, nous avons retrouvé, dans le premier cas, la 
tendance a la disparition des spores et, dans le second, le phe- 
noméne inverse. Nous n’avons toutefois pu faire réapparaitre la 
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virulence malgré des passages chez la souris. Mais il s’agit, en 
somme, d’une souche isolée depuis de nombreuses années et 
dont les qualités d’adaptation. peuvent s’étre fortement atténuées. 

C’est pourquoi nous avons voulu faire une tentative avec une 
souche nouvelle que nous devons a l’obligeance du professeur 
P. Hauduroy et du Directeur de The Wellcome Research Labo- 
ratories. Nous leur exprimons ici nos remerciements. 

Cette souche est étiquetée « Bac. anthracis CN 1995 ». Sa viru- 
lence est trés développée pour le cobaye et pour la souris : elle 
présente, tant sur les milieux de culture usuels qu’a |’examen 
des frottis, les caractéres classiques du B. anthracis. 

Nous avons, avec cette souche, refait les expériences de Bordet 
et Renaux en observant scrupuleusement tous les détails de la 
technique. Les résultats concordent exactement avec ceux publiés 
il y a vingt ans. Ceci léve le doute qui aurait pu subsister aprés 
Je travail de Gorrieri, sur le caractére particulier de la 
Soucherst, «J. 

Au cours de ces travaux, nous avons été amené a étudier simul- 
tanément deux souches filles de la souche CN 1995, isolées d’une 
colonie 4 pourtour trés sinueux nettement différencié du centre. 
Nous les avons appelées CN collerette et CN centre, la premiére 
étant moins sporogéne que la deuxiéme. Cette particularité se 
retrouve a travers les divers avatars que nous avons fait subir 
a ces deux souches. Aprés vingt heures de culture sur gélose 
ordinaire 4 37°, la souche « centre » montre des spores innom- 
brables, alors que la souche « collerette » ne montre que quelques 
spores, le phénoméne ne se marquant de facon évidente que 
beaucoup plus lentement. Leur virulence, cependant, est égale. 

Les diverses épreuves ont donc été effectuées parallélement sur 
« centre » et sur « collerette ». Le fait que, compte tenu de leurs 
qualités particuliéres, les résultats sont absolument comparables 
nous a paru apporter une sécurité d’autant plus grande a nos 
observations. 

Outre les milieux habituels, nous avons utilisé, aprés solidi- 
fication par la gélose, des milieux trés favorables a la culture 
de nombreux germes microbiens : le BHi (Brain Hearth infusion) 
de Difco et le BHi + pAB (ac. Paraaminobenzoique). 

L’acide paraaminobenzoique, facteur de croissance et facteur 
sporogéne, est utilisé en général en raison de son action antago- 
niste pour les sulfamides. 

I. — INFLUENCE DU CALCIUM SUR LA RICHESSE DES CULTURES 

ET SUR LA SPORULATION. 
Lorsqu’on ensemence le B. anthracis simultanément sur gélose 


ordinaire, sur gélose additionnée de 0,25 cm* d’une solution de 
CaCl, a 1 p. 100 pour 5 a 6 cm* de milieu et sur gélose addi- 
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tionnée de 1 cm? d’une solution 4 1 p. 100 d’oxalate neutre de 
sodium, on observe que, apres vingt-quatre heures, tandis que 
l’épaisseur du gazon microbien est ‘sensiblement équivalente sur 
eélose ordi et sur gélose oxalatée, la gélose calcifiée montre 
une culture toujours plus gréle et cette “différence se marque 
davantage au cours des passages suivants sur le méme milieu. 
Elle est plus nette encore si l’on a euoute non pas 0,25 cm* de 
solution calcique, mais 0,5 ou 1 cm’. 

Notons que, tenant compte de ce que, lorsqu’on ajoute le 
chlorure calcique au milieu de culture, il se produit toujours un 
précipité, il faut, avant d’admettre qu'il y a un enrichissement 
en calcium dissous, que toutes’ les substances, et particulicrement 
les phosphates, qui donnent ce précipité au contact du chlorure 
caleique, alent été entrainées ; dans ces conditions, i] est certain 
que, lorsque la quantité de CaCl, est insuffisante, on peut consi- 
dérer le milieu comme simplement appauvri en phosphore notam- 
ment, mais pas du tout enrichi en calcium dissous. 

Lorsque la concentration en calcium est élevée, ily a en outre 
un retard manifeste de l’apparition du gazon microbien. En 
méme temps se dessine, surtout dés le troisieme passage, une 
tendance trés marquée a |’ asporogénéité. 

Notons aussi que, comme nous l’avions vu avec J. Bordet pour 
la souche St. J., tes frottis de cultures en présence d’un exces 
de Ca donnent de belles et longues chainettes bien colorables, 
alors qu’elles sont courtes, ou complétement fragmentées et, en 
général, mal colorables sur les milicux oxalatés ott la sporulation 
se manifeste au maximum. 

Comment faut-il interpréter cette action du calcium ? 

Rappelons que Jordan et Burrows [4], a coté d'autres considé- 
rations, insistent sur le fait que l’alimentation pauvre n’est pas 
un stimulant a la formation des spores et que celles-ci n’appa- 
raissent que si la culture se trouve dans des conditions de tem- 
pérature optimales pour le développement du germe. 

Rappelons aussi que pour la préparation des vaccins antichar- 
bonneux, pour lesquels on cherche 4 obtenir des souches aspo- 
rulées et avirulentes, on cullive en général dans des conditions 
telles que Pun ou l'autre facteur (antiseptique, température) est, 
sinon une entrave, au moins un élément défavorable a l’épanouis- 
sement de la culture. On peut se demander si la tendance 
a Pasporogénéité sous l’influence du calcium n’est pas une consé- 
quence du méme ordre. Cette hypothése est appuyée par une 
constatation d’A. Govaerts [5}, & savoir que l’atténuation de la 
virulence de B. anthracis par culture a 42-43° (méthode de Pas- 
teur) est singulierement accélérée si le milieu est enrichi en 
calcium, D’autre part, élant donné que les cultures sur gélose 
oxalatée, donc présumées privées de calcium utilisable, sont 
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plus riches et manifestent une aptitude infiniment plus grande 

former des spores, la question se pose de savoir si la sup- 
pression de calcium est seule en cause et si l’oxalate ne joue pas 
un réle favorisant la culture de B. anthracis (1). Nous aurons 
a revenir sur ce point. 

Rappelons que l’addition d’oxalate de sodium aux milieux 
de culture avait pour but, dans notre esprit, de supprimer le 
calcium dissous. Or, si on dose le calcium des milieux habituels, 
il apparait que la quantité d’oxalate ajoutée au cours des expé- 
riences de Bordet et Renaux était suffisante pour insolubiliser 
une quantité de calcium quinze a vingt fois supérieure a celle 
qui s’y trouve. Nous avions été frappé cependant par cette parti- 
cularité que si, parfois, l’addition d’oxalate est suivie de l’appa- 
rition d’une opalescence, dans un trés grand nombre de cas, nous 
n’observons aucune modification visible du milieu. 

En fait, les conditions optimales pour obtenir le précipité 
d’oxalate de calcium se trouvent aux environs de pH 5. Le 
milieu gélosé, solution d’une qualité un peu spéciale, fait en 
outre obstacle a la formation du précipité. I] n’est pas exclu 
d’ailleurs que les germes microbiens puissent utiliser |]’oxalate 
de calcium si celui-ci n’est pas précipite. 

Quoi qu’il en soit, nous nous sommes efforcé de préparer des 
milieux complétement dépourvus de Ca. A cet effet, et pour 
éviter d’introduire un trop grand excés d’oxalate, nous avons 
amené a pH 5 par addition d’HCl le bouillon ordinaire ou la 
gélose liquéfiée au bain-marie (bouillon gélosé a 3 p. 100), puis 
nous avons ajouté une solution aqueuse saturée d’oxalate 
d’ammonium jusqu’aA l’apparition d’un précipité. Aprés deux 
heures de contact (la gélose étant maintenue & + 70°) on filtre 
sur papier, on ajuste a pH 7,1-7,2 et Von stérilise a 120°. ‘Les 
milieux ainsi traités ne contiennent pratiquement plus de calcium 
(traces indosables dans 75 cm* de milieu [G, Baur). 

Sur ces milieux décalcifiés et appauvris en diverses substances 
entrainées avec le précipité, les souches « centre » et « colle- 
retle », filles de CN 1995, se développent moins activement que 
sur les milieux d’origine. Elles gardent leurs caractéres  parti- 
culiers : ainsi la souche « centre » donne en vingt a vingt-deux 
heures des spores extrémement nombreuses et des chaines 
courtes, ou méme des bactéries isolées, peu ccolorables, alors 
que la souche « collerette » donne de trés belles chainettes, mais 
peu de spores dans les vingt-quatre premiéres heures. 


(1) M. G. Baur, technicien principal au service de M. le professeur 
Bigwood, a bien voulu, avec l’assentiment de ce dernier, faire les 
controles techniques nécessités par ces recherches. Nous le remercions 


trés sincérement. 
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Dans certains cas, il est arrivé que le milieu décalcifié ne per- 
mette pas un développement appréciable de nos souches de 
charbon : c’est lorsque, au cours de lacidification, nous sommes 
arrivé & un pH quelque peu inférieur 4 5. Nous avons ainsi vrai- 
semblablement entrainé dans le précipité des substances néces- 
saires au développement du B. anthracis. Ce qui nous incite 
a formuler cette hypothése, c’est que l’addition de tyrosine a ces 
milieux décalcifiés a permis un développement fort appréciable ; 
d'autres acides aminés: leucine, asparagine, phénylalanine ne 
nous ont, par contre, apporté aucun secours. Peut-étre, d’ailleurs, 
le calcium a petites doses, comme il se trouve en certaines 
combinaisons dans les milieux usuels, exerce-t-il une action fiavo- 
risante sur la culture de B. anthracis. Rappelons que, dans un 
travail publié en 1946, Brewer et coll. [6], aprés avoir indiqué 
que la seule vitamine indispensable au développement du 
B. anthracis est la thiamine, tandis que l’uracil, l’adénine et la 
guanine ne sont que des stimulants, accordent une certaine 
importance au calclum, magnésium, fer, manganese ect potas- 
sium comme agents ou stiavalemite de la croissance. Il y a vrai- 
semblablement une concentration optima au-dessus de laquelle, 
au moins pour le calcium, se marque une influence retardatrice 
sur le développement, en méme temps que se manifestent une 
moindre richesse de la culture et une tendance 4 |’asporo- 
généité, Jl faut remarquer aussi que, lorsque la souche de 
B. anthracis a fait plusieurs passages sur milieu enrichi en 
calcium, elle ne récupére ses caractéres primitifs (sporulation 
notamment), lorsqu’on la remet sur milieu favorable, qu’apreés 
un certain nombre de passages. 

Quand nous avons utilisé des milieux de culture riches tels 
que le BHi et le BHi + pAB, nous avons observé que |’addition 
de calcium marque ses effets d’une fagon beaucoup moins rapide 
el ceux-ci ne deviennent évidents que si la quantité de calcium 
ajoutée est sensiblement plus élevée que celle ajoutée aux milieux 
ordinaires. Nous avions attribué d’abord le fait a une action 
antagoniste exercée par certaines substances existant dans ces 
milieux, Jeur action favorisante compensant l’action retardatrice 
du calcium. Mais il semble que l’on puisse considérer un second 
facteur : l’analyse chimique de ces milieux révéle leur extréme 
pauvreté en calcium. Dés lors, il parait légitime d’admettre que 
la quantité de calcium a ajouter, avant d’atteindre la dose que 
nous appellerons toxique, est nécessairement plus élevée que 
lorsque l’on utilise les milieux habituels. 

En somme, l’action inhibitrice du calcium, aussi bien sur la 
croissance que sur la formation de spores, se manifeste lorsque 
la concentration atteint un certain degré dans le milieu. Simul- 
lanément, on observe une diminution de la virulence qui est peut- 
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étre, elle aussi, une des conséquences de l’excés de calcium 
(A. Govaerts, loc. cil.). 

En résumé, le calcium agit done au moins sur trois propriétés 
rapidité de croissance, aptitude a faire apparaitre des spores, 
virulence. 

II. — Acrion DE L’OXALATE DE SODIUM. 


Nous avons été amené a soulever déja cette question a propos 
de la suppression du calcium dissous et nous avons vu que la 
notion d’insolubilisation du calcium ne semble pas devoir étre 
seule retenue. 

Une premiére expérience consiste a cultiver le B. anthracis sur 
gélose contenant des quantités variables d’oxalate avec, comme 
témoin, culture sur gélose ordinaire et sur gélose calcifi¢e. Dés 
le premier ensemencement, on percoit des degrés tant dans la 
richesse de la culture que dans l’aptitude a sporuler. Aprés vinget- 
quatre heures, la culture sur gélose additionnée de calcium, 
a raison de 0,25 cm* de solution 4 1 p. 100 pour 5 cm’, est mani- 
festement plus gréle que celle sur gélose ordinaire, laquelle est 
sensiblement équivalente a la culture sur gélose additionnée 
de 0,40 cm* d’oxalate a 1 p. 100. Mais déja, une gélose 
contenant de 0,8 a 1 cm* de la solution d’oxalate neutre de 
Na par tube de culture montre une nette avance sur les autres. 
Apres 5 ou 6 passages, les différences s’accentuent et c’est sur 
la gélose fortement oxalatée que le gazon microbien est visi- 
blement le plus riche. En méme temps, l’examen microscopique 
montre une sporulation d’autant plus avancée que |’aspect 
macroscopique de la culture est plus luxuriant. 

Au surplus, l’épreuve est tout aussi manifeste si nous utilisons 
la gélose décalcifiée au leu de gélose ordinaire : croissance 
médiocre sur gélose décalcifiée, croissance moyenne sur le méme 
milieu additionné d’oxalate neutre de Na. 

L’oxalate de sodium exerce de toute évidence une action favo- 
risante sur la croissance du B. anthracis et sur l’aptitude de ce 
germe a former des spores; nous avons vu, par ailleurs, quill 
permet et peut-étre assure la conservation de la virulence. 

Il est remarquable, cependant, que cette action de loxalate, 
si manifeste dans les cultures sur milieux gélosés, est souvent 
irréguliére, si la culture est pratiquée en bouillon oxalaté dans 
des proportions comparables a celles utilisées en gélose. En fait, 
laddition de 0,25 cm® d’oxalate & 1 p. 100 4 6 cm*® de bouillon 
est favorisante pour la croissance et la sporulation, alors que 
Vaddition de 0,5 cm*, 0,75 ou 1 cm® est nettement moins active 
sur ces deux propriétés. 

Nous avons constaté aussi (mais cela pourrait faire [objet 
dune étude plus poussée) que le citrate et le tartrate de sodium 
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exercent une action identique a celle de V’oxalate pour ce qui 
concerne la richesse de la culture, la rapidité de développement 
et la formation des spores. 

Il en est de méme de l’acide paraaminobenzoique (pAB), dont 
action comme facteur de croissance et comme stimulant de la 
sporogénése a été confirmée. 


III, — SporvLATION, VIRULENCE, VITALITE. 


D’un point de vue finaliste, on a considéré la sporulation 
comme un moyen de défense de la bactérie et il n’est pas dou- 
leux que la survivance d’une espéce microbienne est beaucoup 
mieux assurée si celle-ci posséde cette propriété. Cependant, on 
sait, et nous l’avons rappelé plus haut, que, pour obtenir la 
formation des spores, il faut que les conditions de culture, tant 
au point de vue de l’alimentation qu’au point de vue de la 
température, soient favorables. Dés lors, il semble difficile de 
considérer Ja propriété de faire des spores comme wun signe de 
souffrance de la bactérie. Par ailleurs, si l’on ne peut. démontrer 
qu'il y ait une liaison entre l’aptitude a former des spores et la 
virulence d’une souche déterminée, il n’en est pas moins vrai 
que, fréquemment, un facteur, ou peut-étre un ensemble de fac- 
teurs, exercent une action paralléle sur ces deux propriétés. 

Nous avons rapporté, au début de ce travail, que la 
souche St. J. de B. anthracis, entretenue pendant vingt ans sur 
gélose ordinaire, a perdu toute virulence et a vu s’atténuer dans 
de fortes proportions son aptitude a sporuler, alors que, entre- 
tenue sur gélose oxalatée, elle a conservé sa virulence et continue 
a montrer des spores extrémement nombreuses. Ainsi se pose 
la question de savoir s’il y a corrélation entre les deux pro- 
priétés : sporulation et virulence. 

Déja, en 1911, H. Preisz [7] avait tenté sans succés d’établir 
une relation entre la propriété de former des spores et la viru- 
lence. Notons aussi que G. Robyn [8], étudiant la souche St. J. 
de Bordet et Renaux aprés sept années d’entretien sur gélose 
oxalatée, constatait que la sporulation et la virulence étaient 
conservées ; il observait en outre que la souche devenue asporo- 
gene et avirulente par repiquage systématique sur gélose addi- 
lionnée de chlorure calcique pouvait redevenir sporogéne par 
passages sur gélose oxalatée, mais que sa virulence restait défi- 
nilivement perdue. I] concluait que celle-ci est altérée a la longue 
par les ions Ca. - 

Nous avons fait une constatation identique au moyen de la 
méme souche entretenue sur gélose ordinaire pendant vingt ans : 
réapparition de la sporulation, mais persistance de l’avirulence. 
En somme, il y a parallélisme entre |’évolution des deux pro- 
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priétés vers la disparition progressive, mais ce parallélisme dis- 
parait lorsque l’on tente de les restituer 4 des souches chez les- 
quelles elles se sont lentement et progressivement atténuées. 
C’est ce qui résulte aussi bien de nos observations que de celles 
de Preisz et de Robyn. On a, par ailleurs, signalé l’existence de 
souches avirulentes, mais ou la sporulation est trés active et qui 
ont pu étre utilisées comme vaccin [9]. 

En résumé, les résultats des essais effectués sur deux souches 
de B. anthracis montrent que l’on peut considérer l’action du 
calcium dans le développement de ce germe sur gélose comme 
une action toxique, ralentissant le développement de la culture 
et (peut-étre corrélativement) atténuant V’aptitude a sporuler et 
la virulence. 

On peut admettre, en outre, que l’oxalate neutre de sodium, 
dans le cas étudié, agit comme facteur de croissance. Cette pro- 
priété s’ajoute a celles que nous connaissions déja : action sur 
la virulence et Ja sporulation de la souche. 
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BACTERIOPHAGE ET ENTEROBACTERIES 
CHEZ LES POISSONS DE MER 
ET LE PROBLEME DES EAUX POLLUEES 


par A. GUELIN. 


(Institut Pasteur de Paris 
et Laboratoire Arago, 4 Banyuls-sur-\Mer.) 


Dans nos recherches précédentes, nous avons eu déja l’occasion 
de souligner le rapport existant entre état sanitaire d’un lieu 
et les bactériophages qui y sont présents. Les phages typiques 
et les perfringens ne sont jamais isolés que dans ‘Jes endroits 
trés suspects au point de vue sanitaire. Et le taux de bactério- 
phage coli suit dans ses lignes générales les fluctuations du Bacte- 
rium colt. 

La présence de bactériophages dans une eau permet donc l’éva- 
luation de cette eau au point de vue bactériologique. Cette évalua- 
tion, d’une importance certaine pour Vhygiéne urbaine, doit 
s’appuyer sur des épreuves a la base desquelles se trouve la 
notion concernant le rapport qui existe entre les bactéries ct les 
bactériophages des eaux. 

C’est dans ce but qu’a été entreprise |’étude des bactéries et 
des bactériophages dans les viscéres de poissons de la Méditer- 
ranée. Sans négliger les influences diverses que peuvent subir 
les germes au cours de leur séjour dans un organisme, il est 
certain que la flore bactérienne d’un poisson peut refléter dans 
ses grandes lignes ]’état du milieu ot le poisson se déplace. I 
n'est. pas douteux non plus que les Entérobactéries peuvent sur- 
vivre plus longtemps dans le tube digestif d’un poisson que dans 
eau de mer. Kalinenko [23] a démontré la multiplication que 
subissent les bactéries dans l’intestin des animaux marins. 

Les recherches de bactériophages dans les eaux prélevées loin 
des cétes montrent en général l’absence des phages intestinaux. 
Par contre, ces derniers sont souvent décelés dans les eaux de 
la zone littorale (d’Hérelle [48], Guelin [47]). Les Entérobactéries, 
d’aprés Zo Bell [42], se rencontrent exclusivement a proximité 


des cétes et leur quantité baisse 4 mesure qu’on s’éloigne vers le 
large. 
g 


BACTERIOPHAGE CHEZ LES POISSONS DE MER 47 


On peut done supposer que les poissons du large, dans la 
mesure ott ils ne s’approchent pas des cdtes, peuvent étre exempts 
non seulement de bactériophages, mais aussi de bactéries du 
groupe intestinal. 

En relisant les travaux de ces cinquante derniéres années 
concernant les recherches bactériologiques sur les poissons, on 
constate que le plus souvent ils ont été inspirés par des questions 
concernant l"hygiéne. Soit qu’on recherchat l’origine de la conta- 
mination de poissons commerciaux, soit qu'on se penchat sur le 
probleme des eaux polluées, en étudiant le rapport entre les 
entérobactéries isolées chez les poissons et la contamination des 
eaux. es Coliformes, dont la présence dans les eaux est géné- 
ralement admise comme un signe de la contamination fécale, ont 
été objet principal de ces recherches. Certains travaux concer- 
nent le Paracolon ou le Proteus, mais rarement les Salmonella 
ou le Cl. perfringens. A notre connaissance, le bactériophage n’a 
jamais été étudié dans cet ordre d’idées. 

En 1899, Hoag [419] isola FE. coli a partir des viscéres des 
poissons de mer. Whipple (1901) [89] ne retrouve pas ce germe 
chez 75 poissons des eaux non polluées. Amyot (1901) [4] expose 
les résultats positifs qu’il a obtenus avec 23 exemplaires. Kister 
et, ensuite, Mallanah (résultats non publiés, cités par Fromme), 
Pun avec 21, autre avec 32 exemplaires, constatent les mémes 
faits. Huston (1903) [24] trouve 13 p. 100 de E. coli et conclut 
que sia présence est la suite de la contamination de l’eau de mer 
par les égouts. Eyre (1904) [9] considére E. coli comme un habi- 
tant normal de l’intestin du poisson; son matériel a été pris a 
2 milles des cétes. Johnson (1904 [22] observe FE. coli quarante- 
sept fois sur soixante-sept et suppose que les poissons véhiculent 
ce germe a partir des eaux contaminées vers la zone propre. 
Bettencourt et Borges (1908) [2] signalent 2 cas de Coliformes sur 
17 poissons. Fromme (1910) [42] trouve 18 poissons contaminés 
par EF. coli sur 33. Browne (1917) [4] étudie les poissons présents 
dans les eaux non souillées et constate que 59 p. 100 hébergent 
soit FE. coli, soit Cl. perfringens. Hunter (1922) [20] isole de 
Yintestin des saumons FE. coli et Aerogenes. Stutzer (1926) [85] 
considére E. coli et le Paracolon comme faisant partie de la flore 
habituelle de l’intestin des poissons ; d’aprés lui, on ne peut pas 
envisager la présence de ces bactéries dans les eaux comme un 
signe de leur contamination. Fellers (1926) [40] démontre que 
le tube digestif du saumon ne contient pas, en général, FE. colli. 
Reed et Spence (1929) [84] trouvent 70 p. 100 de Proteus chez 
Véglefin (Gadus aeglefinus), mais E. coli est excessivement rare. 
Stewart (1932) [34] ne parvient pas 4 déceler, lui non plus, E. coli 
et trés peu d’Aerobacter chez |’églefin. Gibbons (1934) [15] signale, 
sur 43 poissons, deux fois ]a présence de Proteus et une fois celle 
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dune Eberthella. Il observe souvent, chez les poissons a jeun, 
Pabsence de bactéries dans l’intestin et considére que les Coli- 
formes ne sont pas des holes normaux du tube digestif des pois- 
sons de mer; lorsqu’on les constate, c’est que ceux-ci se sont 
contaminés dans les eaux polluées. Griffith et Fuller (1936) [46] 
ont trouvé, chez les poissons commerciaux, EL. coli, probablement 
d'origine extérieure. Markoff (1939-1940) [29] remarque que la 
présence des bactéries du groupe coli-typhique dans les visceres 
des poissons indique le séjour de ces poissons dans les eaux 
polluées ; tot ou tard, ils se débarrassent de ce germe. Snow et 
Beard (1933) [83], en étudiant 1 838 cullures isolées chez les 
saumons, trouvent E. coli dans 0,1 ps. 100 des cas, 
Wood (1940) [40] ne trouve pas de Coliformes chez les différents 
poissons des eaux australiennes. Zo Bell (1941) [42], (1946) [43] 
ne constate pas non plus la présence de ces germes en étudiant 
387 poissons et 961 échantillons d’eau de mer; 5 cas de E. coli 
ont été observés chez les poissons péchés a proximité des cotes ; 
les Aerobacter sont plus fréquents (73 p. 100) que les Coliformes 
(G6 p. 100); d’aprés lui, ce n’est pas une flore habituelle des 
poissons mais, une fois installée, elle peut vy rester un’ temps consi- 
dérable. Fredericq (1950 [44], en étudiant Vintestin de divers 
animaux marins de la baie de Villefranche, constate la présence 
d’Entérobactériacées chez 37 poissons. 


TECHNIQUE. 


Nos recherches sur les viscéres de 76 poissons ont été effec- 
tuées aux mois d’aott-septembre 1951, au Laboratoire Arago de 
Banyuls. 

Les poissons ont été péchés soit & Viaide d’une seine et de nasses 
i’ proximité immédiate des cotes (baies de Banyuls et de Port- 
Vendres), soit au chalut, 4 quelques kilométres de la é@6te, a des 
profondeurs de 60 a 100 m. 

Les prises en profondeur étaient indispensables pour avoir des 
especes n’ayant jamais eu de contact avec les eaux cdticres et 
aussi pour éviler de prendre des poissons provenant des couches 
superficielles de Veau, susceptibles d’étre souillées accidentelle- 
ment (passage d’un bateau, etc.). 

Entre la prise des poissons et l’ensemencement des milieux, le 
matériel a été giardé dans des bocaux secs a basse température. 
L’ensemencement se faisait en trols temps 

1° Extirpation stérile des viscéres qu’on place dans une boite de 
Petri ; 

2° Dilution de 0,1 cem* du contenu de la partie inférieure de 
l’intestin dans 10 cm* d’eau peptonée ; 

8° Répartition de cette dilution dans les milieux sélectifs. 
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Chaque poisson a été étudié quant a la présence des Coliformes, 
de Cl. perfringens, des bactériophages aérobies (typhique Vi, para- 
typhique B, coli), des bactériophages anaérobies (perfringens). 

La numération des germes totaux a été pratiquée chaque fois. 

Pour l’isolement et Videntification des germes, nous avons 
appliqué les méthodes adoptées a l'Institut Pasteur de Lille, dans 
le Service du D* Buttiaux, méthodes qui sont exposées dans son 
traité [3]. La recherche des bactériophages a été effectuée suivant 
Ja technique habituelle de notre laboratoire. 

Au cours de la premiére journée, chaque dilution du contenu 
intestinal est ensemencée (1 cm‘) dans les milieux suivants 

1° Eau peptonée phéniquée (milieu de Vincent) pour la recherche 
de Ecol. 

2° Bouillon lactosé & 1 p. 100 (tubes de Durham) pour la recher- 
che des germes fermentant le lactose. 

3° Gélose-sulfite-fer (milieu de Dienert et ses collaborateurs ou 
Wilson-Blair) pour la recherche des germes anaérobies réduisant 
les sulfites. 

4° Plaques de gélose, pour la numération des germes totaux. 

5° Eau peptonée glucosée, ensemencée préalablement avec les 
cultures aérobies (Salmonella ty. Vi Wollman, Salmonella 
paraly. B Wollman, E. coli 36, 4 raison de 2.108 germes par 
centimétre cube) pour la recherche des bactériophages aérobies. 

6° Eau peptonée glucosée, ensemencée préalablement avec les 
cultures de Cl. perfringens (T, M, 80 b, Weinberg, Am. 8, 40, 4 
raison de 1.107 germes par centimétre cube) pour la recherche 
des bactériophages anaérobies. 

‘Les milieux ensemencés sont placés 4 la température de 37° 
(sauf le milieu de Vincent qui nécessite 42°C). Nous avons choisi 
cette température, car ce sont les germes de l’homme et des 
animaux 4a sang chaud que nous recherchons, et non leurs variants 
adaptés aux conditions nouvelles. 

Apres vingt-quatre heures, on procéde au chauffage et a la mise 
en évidence des bactériophages, en présence des souches qui ont 
servi a les régénérer. 

Aprés quarante-huit heures, on compte le nombre de germes 
sur les plaques ensemencées. Suit le repiquage des cultures (s'il 
ya lieu), a partir du milieu de Vincent, dans l’eau peptonée glu- 
cosée avec, ensuite, la recherche de l’indol. On recherche dans 
les tubes de Durham contenant le bouillon lactosé, la présence 
de germes fermentant le lactose et, dans les cas positifs, la 
culture est ensemencée sur gélose de Teaque-Levine modifice, 
dite « EMB » (éosine-méthyléne bleu) et sur la gélose lactosée au 
bromocrésol pourpre. Isolement de grosses colonies noires pous- 
sées dans la gélose profonde. 

Les jours suivants, on repique dans le milieu de Kligler les 
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colonies suspectes, apparues sur la gélose « EMB » ou la gélose 
lactosée au bromocrésol pourpre. Etude détaillée de ces colonies, 
ainsi que celles des germes anaérobies isolés auparavant. 


RESULTATS. 


Les 76 poissons examinés peuvent étre divisés en 8 lots d’aprés 
la date et le heu de leur capture. 

1° Le 10 aot 1951, a 12 km de la céle, péche 4 65 mde profon- 
deur, 4 exemplaires 


Merluccius vulgaris Flem. 
Pagellus erythrinus Cuy. et Vel. 
. Mullus barbatus L. 

. Gadus capelanus Risso. 


Rowdee 


° Le 18 aotit 1951, 4 7 km de la céte, péche & 100 m de profon- 
deur, 6 exemplaires : 


vo 


Mullus barbatus L. 

. Gadus capelanus Risso. 

. Mullus barbatus L. 

. Serranus hepatus L. 

. Meriuccius vulgaris Flem. 
. Serranus hepatus. 


DODNIADN 


1 


3° Le 27 aodt 1951, péche a proximité de la céte de Banyuls, 
8 exemplaires : 
. 


12, 13. Blennius ocellaris L. 
14-19. Gobijus capito Cuv. et Val. 


4° Le 3 septembre 1951, péche a proximité de la cdte de Banyuls, 
10 exemplaires : 


25-27, 29-31. Blennius ocellaris L. 
22-24,28. Gobius capito Cuy. et Val. 


5° Le 11 septembre 1951, péche A proximité de la cédte de 
Banyuls, 11 exemplaires : 


35-44. Blennius ocellaris L. 
34. Gobius capito Cuy. et Val. 


6° Le 12 septembre 1951, péche 4 15 km de la céte, A 100 m de 
profondeur, 9 exemplaires : 


45. Serranus cabrilla L. 
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46. Trigla cuculus Risso. 

47. Gadus capelanus Risso. 

48. Merluccius vulgaris Flem. 

49. Trigla aspera Vivi. | 

50. Trigla lineata Will. 

51. Serranus hepatus L. 

52. Merluccius vulgaris Flem. 

53. Gobius quadrimaculatus Cuy. et Val. 


7° Le 18 septembre 1951, péche a 12 km de la céte, 4 70 m de 
profondeur, 11 exemplaires : 


57, 59, 60. Gobius sp. 

58, 61. Mullus barbatus L. 
62. Serranus hepatus L. 
63. Gadus capelanus Risso. 
64. Zeus faber L. 

65. Smaris vulgaris. 

66. Trigla aspera Vivi. 

67. Smaris maurii Delav. 


8° ‘Le 24 septembre 1951, péche a proximité de la cdte de Port- 
Vendres, 16 exemplaires : 


68, 69, 72. Blennius palmicornis Cuv. et Val. 
76-78, 80-83. Blennius palmicornis Cuv. et Val. 
70. Julius vulgaris Cuv. et Val. 

71, 74. Serranus hepatus L. 

73. Julius giofredi Risso. 

75, 79. Grenilabrus roissali Risso. 


Sous le numéro 84 figure Morone labrax L (« loup de mer ») 
pris dans la baie de Banyuls a l’aide d’un fusil. C’est le seul exem- 
plaire de grande taille ; la longueur des autres poissons ne dépas- 
sait pas 10 4 15 cm. 

Ces 8 lots de poissons peuvent étre a4 leur tour classés en deux 
grands groupes : l’un, comprenant 30 poissons péchés au large, 
el autre comprenant 46 poissons pris dans Ja zone littorale. 

Dans les viscéres des poissons péchés au large, nous n’avons 
jamais constaté la présence de germes du groupe intestinal, tels 
que E. coli ou Cl. perfringens, ni de bactériophages coli, typhique 
ou perfringens. Les 2 cas (n° 3 et n° 6) ot’ nous avons isolé un 
germe unique réduisant les sulfites peuvent probablement étre mis 
sur le compte d’une contamination secondaire. Dans la plupart des 
eas, la gélose, et souvent méme le bouillon lactosé, sont restés 
stériles aprés ensemencement avec le contenu de I’intestin (excep- 
tion faite pour les deux cas n°* 64 et 66, oti le nombre total des 
germes a été respectivement de 7.10? et 1.10%). 
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Ces faits n’indiquent pas la stérilité absolue de certains poissons 
péchés au large. L’examen microscopique de leur contenu intes- 
tinal révélait toujours la présence de batonnets courts ou allongés 
et de cocci, d’ailleurs peu nombreux. L’isolement de ces germes 
nécessite des milieux spéciaux, mais leur étude ne présenterait 
pas dintérét pour nous. 

Il ne faut pas oublier que la profondeur ot les poissons ont 
été pris ne dépasse pas 100 m. Les espéces péchées plus bas 
seralent-elles encore moins contaminées ? Si Russell [82] trouve 
dans le Golfe de Naples une quanltité identique de germes, a la 
surface et en profondeur de 1100 m, par contre, Drew [8], Cas- 
sedebat [6] montrent leur diminution progressive vers la pro- 
fondeur. Les observations de Zo Bell [42], Kriss, Roukina et 
Birusova {27| indiquent Virrégularité de la distribution verticale 
de germes hétérotrophes dans l’Océan et la Mer Noire. 

Les résultats obtenus avec les poissons de la zone cdliére se 
présentent tout autrement. Les milieux ensemencés ont montré un 
développement abondant des germes aérobies et des anaérobies. 
Dans certains cas, la quantité totale de bactéries atteignait 1.10° 
par centimétre cube. La culture dans Je milieu de Vincent était 
fréquente, parfois avec production d’indol. Le bouillon lactosé 
était souvent fermenté avec production de gaz. On a observé de 
nombreux germes produisant HS et des germes protéolytiques. 

Sur 46 poissons, nous avons isolé : EF. coli dans 8 cas (n° 12, 
18, 19, 28, 31, 35, 39, 43), E. intermedium dans 2 cas (n° 4] et 79), 
Aerobacter dans 5 cas (n°* 12, 17, 38, 68, 78), ainsi que Proteus 
et Paracoion. 

Les germes anaérobies producteurs de H.S ont été décelés chez 
23 poissons. Prévot [80] indique qu’en dehors de Cl. perfringens, 
21 espéces anaérobies du genre Clostridium sont capables de 
réduire les sulfites minéraux. En effet, sur les 23 colonies isolées, 


2 seulement appartenaient au Cl. perfringens (n°* 19 et 84). 


Il est 4 noter que les examens de 8 exemplaires de Holothuria tubu- 
losa ont fourni sept fois des germes réduisant les sulfites et pas une 
seule fois des Coliformes. Ces animaux vivent sur le fond et se nour- 


x 


rissent exclusivement de vase. Ils ont été pris 4 la profondeur de 20 m. 


Le hbactériophage perfringens n’a jamais été décelé dans le 
deuxiéme groupe de poissons, Ceux de Salmonella non plus, 
excepté le cas de Morone labrax L (n° 84), ot un phage paraty- 
phique B a été isolé. Le bactériophage actif sur E. coli 36 a été 
trouvé seulement dans 3 cas (n°* 12, 28, 70). 

L’absence des phages perfringens concorde bien avec les 
résultats de la recherche de Cl. perfringens (2 cas sur 46 seule- 
ment). 
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L’absence des phages typhiques ne pourra étre expliquée 
qu’aprés la recherche des Salmonella dans les viscéres de ces 
poissons. 

L’absence presque totale des phages coli (3 cas sur 46) peut 
tre due soit 4 la réceptivité insuffisante de la souche prise pour 
les recherches des phages coli, soit & une forte dilution, par les 
eaux du large, des eaux contaminées. Le D* Buttiaux suggére 
aussi gue le bactériophage coli ne survit peut-étre pas dans le 
tube digestif des poissons, ce qui mérite d’étre étudié. 

La spécificité étroite des souches E. coli vis-a-vis du bactério- 
phage de ce groupe est bien connue. La souche choisie pour nos 
recherches (C 36) a pu demeurer résistante aux phages coli qui 
se trouvaient éventuellement dans les viscéres des poissons. A 
Vavenir, nous pensons qu'il sera préférable d’utiliser comme 
souches détectrices des phages coli, les E. coli isolés chez les 
poissons. 

Si le bactériophage coli n’est pas fréquent chez les poissons 
étudiés, on peut remarquer aussi que E. coli ne s’y rencontre pas 
souvent non plus. Nous ne l’avons trouvé que dans 8 cas sur 46 
(et 2 cas de E. intermedium). Il ne faut pas oublier que les eaux 
trés souillées & proximité des cétes se trouvent vite diluées dans 
la masse des eaux du large. Diénert [7] a déja insisté sur la dilu- 
tion comme un des facteurs d’assainissement des eaux de mer. 

D’autres causes peuvent aussi intervenir dans la disparition 
rapide des microorganismes. De Giaxa [44], en 1889, étudiant la 
survie des bactéries, a conclu que certains germes pathogénes 
disparaissent plus vile des eaux de mer que des eaux douces. 
D’aprés auteur, la reproduction de ces germes dans les eaux 
non stérilisées est empéchée par la concurrence des microorga- 
nismes banaux. 

Le réle du plancton est aussi important (Vorochilova et Dia- 
nova [87], Gaevskaya [43], Kriss et Roukina [26], Devéze [5]. 
Certains auteurs ont démontré la toxicité de Veau de mer vis- 
a-vis des bactéries (Cassedebat [6], Lipman [28], Korinek [24], Zo 
Bell [44], Wakman et Hotchkiss [38], Krassilnikov (25], Vaccaro, 
Brigs, Carey et Ketchum [36]. . 

Ainsi, les poissons ne sont pas toujours contaminés par F. coli 
et peuvent étre exempts du bactériophage coli. 

Nos observations confirment le rapport déja signalé entre la 
teneur en bactériophage d’un échantillon d’eau et I’état bactério- 
logique du milieu ot cet échantillon a été prélevé. Comme nous 
Vavons déja dit, l'eau de la zone littorale contient souvent les 
phages coli-typhiques, tandis que eau du large ne les contient 
pas. Les poissons, en se déplagant continuellement dans ces 
endroits, prennent contact avec un volume d’eau beaucoup plus 
grand que le volume des échantillons. A V’examen des visceres 
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de ces poissons, nous constatons que les eaux du large renferment 
des especes exemptes d’Entérobactéries, parasites de Vintestin 
humain et de germes capables de se développer sur les milieux 
usuels, tandis que les poissons de la zone littorale contiennent 
de nombreux germes, parmi lesquels les bactéries intestinales de 
homme et des animaux & sang chaud. 

L’absence d’Entérobactéries chez un poisson traduirait done 
l'absence de la contamination bactérienne des eaux ou ce poisson 
se déplace et corroborerait ainsi la recherche négative des baclé- 
riophages dans les prélévements de ces eaux. : 


Nous sommes heureuse d’adresser nos vifs remerciements a tous 
ceux qui ont bien voulu nous aider dans ce travail. 

P. Nicolle, de l'Institut Pasteur, qui nous a suggéré l’idée des 
recherches sur les poissons ; 

Le D*® Buttiaux, de l'Institut Pasteur de Lille, qui nous a initiée 
aux méthodes pratiquées dans son service pour l'étude des Coli- 
formes et nous a guidée sans cesse dans nos recherches. Nous 
avons Jargement profité de ses connaissances ; ‘ 

M. Delamare et M. Bougis, du Laboratoire Arago, qui ont effec- 
tué une importante partie de ce travail. Ce sont eux qui ont décidé 
du choix des lieux et du matériel. 

M. Mario Ruivo, du Laboratoire Arago, quia identifié les pois- 
sons capturés dans les eaux cdtiéres ; 

Outre les poissons, nous avons examiné, a titre d’essai, quelques 
exemplaires d’Holothuries, péchées a la profondeur de 20 m par 
les plongeurs de l’équipe de scouts dirigée par M. Gallerne. 


Nous tenons spécialement 4 exprimer toute notre reconnaissance 
a M. le Professeur Petit, Directeur du Laboratoire Arago, qui nous 
a accueilhe a Ja Station Maritime et nous a procuré tous les 
moyens de travail nécessaires. I] nous a constamment conseillée. 


R&EsuME. 


L’étude des bactéries et des bactériophages du groupe intestinal 
a été effectuée chez 76 poissons capturés soit au large, soit dans 
les eaux cdtiéres de la Méditerranée. ; 

Chez les poissons du large, ot les eaux ne contiennent pas de 
phages coli-typhiques, l’intestin est souvent exempt des germes 
capables de se développer sur les milieux usuels. : 

Chez les poissons capturés dans les eaux de la zone littorale qui 
renferment des bactériophages coli-typhiques, l’intestin contient 
de nombreux germes, parmi lesquels des bactéries du groupe 
intestinal. 
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Ces observations confirment le rapport déja signalé entre la 
teneur en bactériophages d’un échantillon d’eau et |’état bactério- 
logique du milieu ot cet échantillon a été préleveé. 
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LES GROUPES SANGUINS DES EQUIDES 


1. — LES GROUPES SANGUINS DES MULETS 


par A. EYQUEM et L. PODLIACHOUK (*.) 


(Institut Pasteur. 
Laboratoire d’Hématologie et des Groupes sanguins 
[Service du D? Dusarric ve La Riviére].) 


On sait que si les chevaux peuvent étre séparés en 4 groupes 
sanguins principaux, comme |’ont montré en particulier M. Dujar- 
ric de la Riviere et Kossovitch en 1928, il existe de nombreuses 
exceptions a ce schéma et il est ainsi difficile de reconnaitre les 
nombreux sous-groupes, méme lorsqu’on utilise, comme lI’a fait 
Lehnert, des iso-immunsérums. 

Aussi, considérant les résultats sérologiques intéressants obte- 
nus par Bessis et Caroli dans ]’étude des sérums de juments 
mulassiéres, ainsi que ceux obtenus antérieurement par Landstei- 
ner et van der Scheer et, plus récemment, par Chary, nous avons 
entrepris, sous la direction de M. Dujarric de la Riviére, une 
étude systématique des interagglutinations des sangs de chevaux, 
de mulets et d’anes, pour tenler de dissocier les facteurs en 
présence. 

Rappelons que Landsteiner et van der Scheer, utilisant en 1924 
des hétéro-immunsérums de lapins anti-cheval ou anti-ane, avaient 
constaté que ces sérums présentaient un titre analogue vis-a-vis 
des globules rouges des deux espéces ; apres absorption il ne 
persistait qu'un anticorps actif vis-a-vis de l’une des espéces. 
Ces sérums permettaient de constater que le mulet présente des 
antigénes globulaires provenant des deux espéces. Sa parenté 
sérologique semble plus étroite avec le cheval qu’avec Vane, un 
immunsérum de lapin anti-globules rouges de mulet présentant 
une plus grande analogie avec un immunsérum anti-cheval. 

Landsteiner avait aussi constaté que le sérum d’ane agglutine 
les globules rouges de tous les chevaux et les globules rouges de 
mulet, sauf un. Walsh, a la méme époque, avait observé que le 
sérum d’ane présente une agglutinine active vis-a-vis de 80 p. 100 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1952. 
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des chevaux, alors que le sérum de cheval ne présente pas 
d’agelutinine anti-ane. 

Caroli et Bessis ont insisté sur le taux particuliérement éleve 
des agglulinines anti-baudet présentes dans le sérum de Juments 
mulassiéres tachées de jaunisse. 

Chary, examinant linteragglutination des sangs de 5 anes et 
150 chevaux, constate que dans tous les cas, le sérum d’ane 
présente une agglutinine anti-cheval, dont le titre varie de 1/4 
i 1/64, alors que le cheval ne présente qu'une agglulinine d'un 
taux inférieur a 1/8. 

C’est au cours d’une étude systématique que nous avons obtenu 
des résultats intéressants grace a Vutilisation de sérums d’ane 
ou de sérums de baudet du Poitou, de sérums de mulet, de sérums 
de jument mulassiére obtenus par Millot grace a la bienveillance 
de M. Saint-Martin et a aide de sérums de juments pouliniéres 
aimablement fournis par R. Coombs. 


Tecuniove. — Les réactions d’agglutination sont .effectuées en 
utilisant les sérums frais ou les sérums conservés a. moins 20°, 
apres prélévement stérile. Les sérums sont mis en présence, en 
tubes a hémolyse, de suspensions a 1 p. 100 dans de l’eau physio- 
logique de globules rouges provenant de prélévements veineux 
effectués sur citrate de soude, sous un volume de 0,05 ml de 
sérum pour 0,05 m] de suspensions de globules rouges. La 
lecture est effectuée apres deux heures de contact a la tempé- 
rature du laboratoire, a ]'aide de miroir coneave. Les résultats, 
difficiles & interpréter, sont contrdlés aprés deux minutes de 
centrifugation & 1800 tours et un examen microscopique si on 
soupeconne Ja formation de rouleaux. On examine laction de 
sérum pur et de fraction de ce sérum ayant été soumise a des 
absorptions a l'aide de globules rouges lavés de différents mulets. 


Résuttats. — Nous avons pu, ainsi, examiner les antigéenes 
présents sur les globules rouges de 65 mulets & l'aide de sérums 
de 65 mulets et de 9 anes, dont 5 baudets du Poitou. 

Ces sérums purs ont fourni 302 fractions de sérums absorhés. 
L’exécntion de 17000 réactions d’agglutination nous a permis 
de distinguer différents groupes sanguins chez les mulets que nous 
proposons de classer sur la base de l’existence de 4 antigénes 
principaux, A, B, C, D. Nous avons ainsi rencontré des animaux 
appartenant aux groupes A, B, C, D, AB, AC, AD, ABG-ABD, 
0 (0 correspondant a labsence d’antigéne A, B, (, D). 

Nous n’avons pas rencontré d’animaux appartenant aux 
groupes BD, BCD, CD, ACD, ABCD (tableau 1). 


Chez ces mulets, nous avons rencontré a état pur les agelu- 
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rouges de mulets LB |éC | AD | BC | ABC] ABD 


1040 anti A 
1045 anti C 
805 anti BC 
865 absor.anti B 
S06 anti AD 
$06 absor.anti D 
905 anti ACD 
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linines anti-A, anti-B, anti-C, anti-D et enfin associées les agglu- 
tinines anti-A, anti-C et anti-D. 

Ces agglutinines peuvent exister dans le sérum d’un animal 
dont les globules ne possédent pas l’antigéne correspondant. 

Chez les anes, nous avons constaté l’existence d’agglutinines 
anti-C et anti-D isolées, et associées les agglutinines anti-A et 
anti-D, anti-A et anti-C, anti-A, anti-C et anti-D; mais nous 
navons pas rencontré d’agglutinines anti-B chez les anes ou chez 
les baudets du Poitou (tableau II). 


TABLEAU II. 
AGGLUTININES ANTI-MULETS DES SERUMS D'ANES 
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Le tableau III représente Jes résultats fournis par l’examen de 
l’action de différentes fractions d’un méme sérum absorbé par 
les globules rouges de différents mulets et testées vis-a-vis des 
globules rouges de ces animaux. 

Tous les bautlets n’appartiennent pas aux mémes groupes 
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sanguins, mais*le nombre d’animaux que nous avons examinés 
est trop restreint pour nous suggérer un systéme quelconque. 
Par contre, les sérums de juments mulassiéres semblent riches 
de possibilités pour mettre en évidence d’autres agglutinogénes 
chez les mulets. 

Certains sérums de juments mulassiéres sont actifs vis-a-vis de 
globules rouges de tous les mulets, tandis que d’autres n’agglu- 
tinent Jes globules rouges que de certains mulets. 

Ces résultats sérologiques peuvent donc permettre de classer le 
mulet parmi les animaux pouvant intéresser le sérologiste ou 
Yexpérimentateur et bient6t le généticien. 

Nous tenons @ remercier trés sincérement M. ‘Lemétayer, direc- 
teur de l’Annexe de Garches, et ses collegues MM. les docteurs- 
vétérinaires Nicol, Lamy, Corvazier, Girard et Cheyroux qui ont 
trés aimablement prélevé pour nous du sang de chevaux et de 
mulets. 
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REACTION D'HEMAGGLUTINATION PASSIVE 
ET D’'HEMOLYSE DIRECTE 
AU MOYEN DE GLOBULES ROUGES 
SENSIBILISES PAR DES SUBSTANCES SOLUBLES O 
ET Vi D/ENTEROBACTERIACEES 


par L. Le MINOR, S. Le MINOR et J. GRABAR (”). 


(Institut Pasteur. Service des Vaccins.) 


La sensibilisation des globules rouges de mouton par des 
antigénes ou par des fractions antigémiques est utilisée de plus 
en plus dans le but de déceler des anticorps spécifiques par 
hémagglutination ou hémolyse, depuis l’application de la méthode 
par Middlebrook et Dubos {4] pour la tuberculose. Son utili- 
sation avec des extraits de germes autres que le bacille de Koch 
a été décrite par divers auteurs [2, 3, 4, 5, 6, 7]. 

Nous nous sommes posé la question suivante : cette méthode 
ne présenterait-elle pas des avantages sur les agglutinations 
microbiennes de certaines entérobaclériacées, et spécialement sur 
Pagglutination microbienne Vi? En effet, le choix des souches 
pour la préparation des antigénes Vi est délicat. En outre, les 
suspensions microbiennes Vi sont peu stables et demandent des 
contréles constants, a chaque réaction, avec des sérums étalons. 
Enfin, la lecture des agglutinations Vi demande une grande 
expérience. Par contre, une réaction d’hémagelutination ou 
d’hémolyse ne présente aucune difficulté quant a la lecture. Il 
nous restait donc 4 choisir les substances destinées a la sensibi- 
lisation des globules rouges, et a étudier la spécificité et la sen- 
sibilité de la réaction vis-a-vis des immunsérums de lapins et des 
sérums humains. 

Dans ce but, nous avons employé des substances solubles 
contenues dans les surnageants des suspensions bactériennes et 
nous avons essayé de voir si, par les méthodes d’hémaggluti- 
nation et d’hémolyse, il nous serait possible de déceler les ianti- 
corps spécifiques des immunsérums. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 mars 1952. 
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Technique : 1° Choix des souches. Différentes formes de Sal. 
typhi (V et W), les souches Ballerup et E. coli Vi furent étudiées. 
Nous nous sommes servis de suspensions de ces souches en eau 
physiologique, vivantes, tuées par la chaleur (une heure a 56°) 
ou par les vapeurs de toluéne. 

2° Les surnageants des suspensions baclériennes, centrifugées, 
sont additionnés de 2 p. 100 de culot de globules rouges de 
mouton lavés. Aprés un contact de deux heures a |’étuve a 37° 
dans un agitateur, les globules sont centrifugés et lavés trois fois 
dans le méme volume d’eau physiologique. Dans les réactions 
d’hémolyse directe, nous utilisons cette suspension A 2 p. 100 et 
dans les réactions d’hémagglutination, cette suspension est diluée 
de moitié (1 p. 100). 

3° Les dilutions de sérum inactivé et éventuellement absorbé 
par des globules rouges de mouton sont disposées sur deux por- 
toirs a4 la dose de 0,2 cm* dans des tubes a hémolyse. Chaque 
tube du premier portoir recoit ensuite 0,1 em* de la suspension 
globulaire a 1 p. 100 sensibilisée (hémagglutination) et chaque 
tube du deuxiéme portoir 0,1 cm* a 2 p. 100 (hémolyse directe). 
A ces derniers, nous rajoutons 0,3 cm* de sérum frais de cobaye 
dilué de maniére a contenir 4 unités Kolmer par centimétre cube. 
Le tout est placé au bain-marie 4 37° pendant une heure. On fait 
immédiatement une premiére lecture. Une seconde lecture est 
effectuée le lendemain, aprés un séjour de la nuit a la tempé- 
rature du laboratoire. On note, pour Vhémagglutination, d’abord 
Vaspect du culot. Puis celui-ci est remis en suspension. Nous ne 
comptons comme positifs que les tubes contenant des agglutinats 
netlement visibles a l’ceil nu. 

Pour chaque réaction, nous effectuons les témoins suivants : 
sérum + globules normaux et globules sensibilisés + eau physio- 
logique. Les globules rouges sensibilisés se gardent plusieurs 
jours a la glaciére & + 4° sans perdre de leur sensibilité. 


I. —- ANALYSE DU SURNAGEANT D'UNE SUSPENSION CHAUFFEE. 


Des globules de mouton sont sensibilisés au moyen du surna- 
geant d'une récolte en eau physiologique de S. typhi VW, 
chauffée une heure a 56° et contenant 20 milliards de germes au 
centimétre cube. Cette suspension avait été conservée trois mois 
a + 4°. Les titrages furent faits en présence de sérum T, A, 
B, C polyvalents, Ballerup, O901 et R2. 'Les dilutions de sérum 
furent de 1/100, 1/200, 1/400, etc. Pour V’hémolyse, nous avons 
noté par 4 l’hémolyse totale, 3 ’hémolyse retardée, 2 et 1 l’hémo- 
lvse partielle. 

Les titres d’agglutination microbienne des sérums employés dans 
nos expériences étaient les suivants 
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De ces résultats, on peut conclure que le surnageant d’une 
suspension de Sal. typhi en forme VW, chauffée une heure a 56°, 
contient des substances solubles capables de se fixer sur le 
globule rouge de mouton, et de réagir spécifiquement en présence 
d’immunsérum de lapins. Ces substances paraissent méme étre 
plus spécifiques que les suspensions microbiennes, les coagglu- 
tinations montrant des titres inférieurs par les méthodes d’hémo- 
lyse et d’hémagglutination. Il est possible, par ces méthodes, et 
‘dans ces conditions, de mettre en évidence des anticorps spéci- 
fiques O et Vi, mais non les anticorps H. 

Si on sensibilise les globules rouges avec le méme surnageant, 
dilué vingt fois, on obtient des résultats identiques quant aux 
titres finaux des réactions. Notons enfin que l’agglutination sur 
lame d’un volume égal de sérum dilué et de globules rouges 
sensibilisés 4 1 p. 100 donne un taux lhmite d’ageglutination 
comparable au taux existant dans les tubes. 

Nous avons ensuite sensibilisé des globules au moyen de surna- 
geant d’ampoules de vaccin TAB et DT.TAB. Avec 3 séries de 
ces vaccins, les taux obtenus furent analogues, aussi bien avec 
un vaccin fraichement préparé qu’avec des vaccins périmés (datant 
de plus de deux ans). Les dilutions des sérums partent de 1/100, 
sauf pour les sérums H qui sont dilués au 1/10, 1/20, 1/40, 1/100, 
1/200... 

De l’examen de ces résultats, il ressort les conclusions sui- 
vantes (tableau II) : 

1° Il passe dans le surnageant des vaccins TAB et DT.TAB des 
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TaBLEau II. 


HEMAGGLUTINATION HEMOLYSE 
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substances solubles que l’on peut mettre en évidence par hémag- 
glutinalion et hémolyse spécifique au moyen des sérums agglu- 
tinants correspondants. Les mémes globules sont capables de 
fixer simultanément plusieurs substances solubles.. La sensibilité 
de cette réaction est supérieure pour O et Vi a celle de l’agglu- 
tination des germes. 

2° Il y a une discordance entre ’hémagglutination et l’hémolyse 
pour la mise en évidence de l’antigene H de l’Eberth et du 
para B. 

3° La quantité de substance soluble qui se fixe sur les globules 
semble indépendante de sa concentration dans le surnageant du 
vaccin, que celui-ci soit & 20 milliards ou a 1 milliard. Le méme 
surnageant peut d’ailleurs servir a plusieurs  sensibilisations 
successives d’hématies, sans que le taux d’agglutinabilité de 
celles-ci baisse. Les vaccins de fabrication récente et les vaccins 
périmés, par leurs réactions, montreraient que ces substances 
solubles sont stables. 

Il y a souvent une différence d’aspect entre les agglutinats 
obtenus en présence de sérum anti-O et anti-Vi. Avec ces derniers, 
les agglutinats sont en général trés compacts, tandis qu’avec les 
sérums O, on a souvent un dépdt granuleux sur tout le fond du 
tube. 

Pour le titrage des anticorps spécifiques Vi, nous avons eu 
recours au surnageant de suspensions en eau physiologique des 
souches Ballerup et de E. coli Vi (n° 2624/36) traité par le bacté- 
riophage W (P. Nicolle). Aprés quelques essais avec ces deux 
souches, nous avons choisi E. coli Vi de préférence a Ballerup : 
cette derniére donne parfois des réactions non spécifiques avec 
des sérums antityphoidiques, 4 des taux trés bas, il est vrai. 

_Pour comparer les taux obtenus avec un surnageant de souche 
vivante et un surnageant de la méme souche chauffée une heure 
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a 56°, nous avons d’abord employé une récolte en eau physio- 

logique de E. coli Vi, telle quelle d’une part, aprés chauffage 

d’autre part, toutes deux conservées pendant sept jours a 37°. 
Les sérums étaient ici dilués au 1/10, 1/100, 1/200... 


TaBLEAu III, 


VIVANT CHAUFFE 


Hémageglutination Hémolyse Hémagelutination Hémolyse 


3 200 4444431 6 400 
0 0 0 
0 9 0 


La différence entre les surnageants de EF. coli Vi vivant et 
chauffé est donc minime quant au pouvoir de sensibiliser les 
globules rouges. 

Puis, nous avons sensibilisé des hématies par les surnageants 
en eau physiologique des 2 variantes V et W de 2 souches 
d’Eberth, et par le surnageant de la souche O 901. 


TasLeau LY. 


HEMAGGLUTINATION HEMOLYSE 


Chauffé 
Toluéne 
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Ces surnageants provenaient de ces suspensions : 

Vivantes (lysat de un mois a 37°) ; 

Chauffées une heure a 56° ; 

Tuées par les vapeurs de toluéne. 

Les titrages furent faits vis-a-vis d’un sérum Ballerup dilué 
au 1/10, 1/20, 1/40..., 1/20 480 (tableau IV). 

Il n’y a done pas de différence notable entre les taux obtenus 
avec les lysats des souches vivantes et tuées par chauffage ou 
toluéne quant a la substance soluble Vi. 


Il. —— RECHERCHE DES ANTICORPS DANS LES SERUMS HUMAINS. 


Nous avons recherché les résultats que nous pourrions obtenir 
par cette méthode dans la recherche des anticorps chez homme. 
Les globules étaient sensibilisés par un surnageant des 2 souches 
O 901 et EL. coli Vi vivantes et chauffées une heure a 56°. Les titres 
furent Jes mémes pour ces deux derniéres. 


TABLEAU VY. 
SERUMS O 201 E. coli Vi 
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L’hémolyse fut positive + + + + au taux marqué a l’hémag- 
glutination, et + + + ou + + pour le tube suivant. 

Les sérums humains ont tous été inactivés une demi-heure 
4 56° et ensuite absorbés par des globules rouges non_ sensibi- 
lisés. L’absorpltion a été faite a titre d’information, mais devant 
les résultats identiques des sérums absorbés et non absorbés, nous 
avons abandonné cette opération pour ’hémageglutination. Nous ne 
la pratiquons que lorsque nous faisons la réaction d’hémolyse. 

Les agglutinations microbiennes donnérent les résultats suivants 
pour T O et Vi: 

On peut done utiliser les hématies sensibilisées dans la recherche 
des agglutinines O et Vi des sérums humains (vaccinés, porteurs 
de germes). Pour les agglutinines H, les discordances entre 
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TarLeavu VI. 
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Phémagglutination et ’hémolyse directe font objet de recherches 
en cours. 

Nous avons examiné ces mémes sérums humains avee des 
globules rouges sensibilisés par la fraction Vi préparée par 
Corvazier [8]. Les résultats ont été identiques a ceux obtenus avec 
les surnageants des suspensions microbiennes. 


III. — AppLicaTION DE CES METHODES 
aux E. colt DE GASTRO-ENTERITE. 


Nous nous sommes servis, pour sensibiliser les globules du 
surnageant, de vaccin préparé au moyen des souches de la collec- 
tion de Kauffmann 111:B4 (Stoke W), 55/B5 (1064) et 26/B6 
(F 41). 

Notons qu’a trois reprises successives, le témoin de la 
souche 1064 a hémolysé en présence de complément, 


TaBLeau VII. 


G.R. Stoke W G.R. 1064 G.R. F 41 
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Sérum Stoke W./82 000} &2 000 (4) 460 10} 40 (4) 80 (3) 
164 000 (3) 
Sérum 1064. . . 20 20 (4)/20 500) Témoin. 0} 20 (4) 40 (3) 
40 (3) Hémolysé. 
Sérum F441... 0 20 (4) 0 20 500 20 500 (4) 
40 (3) 40 000 (2) 
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Les titres d’agglutination microbienne de ces sérums étaient . 


StokemWerrats ate Vivant (K) : 400. Chauffé (O) : 6 400. 
NO CS ae: tere els aes Vivant (K) : 800. Chauffé (O) : 6 400. 
Wee ets 6h ee Sie Vivant (K) : 800. Chauffé (O) : 12 800. 


Il y a donc, dans le surnageant des suspensions de F. coli, 
des substances solubles capables de sensibiliser spécifiquement les 
hématies de mouton. Les taux obtenus par hémagglutination et 
hémolyse sont nettement supéricurs aux taux d’agglutination 
microbienne. 

CONCLUSIONS. 


1° Appliquées a la recherche des substances solubles O et Vi 
ou des anticorps spécifiques correspondants, les  réactions 
d’hémagglutination et d’hémolyse des globules rouges de mouton 
sensibilisés par ces substances sont d’une spécificité et d’une 
sensibilité égales, sinon supérieures, a l’agglutination micro- 
bienne. 

2° Toutefois, il faut noter que la réaction d’hémolyse se montre 
généralement supérieure a la réaction d’hémagglutination pour 
la recherche des anticorps spécifiques O (fait mentionné par 
Bier [9]) et, au contraire, l’hémagglutination parait étre supérieure 
pour la recherche des anticorps spécifiques Vi. 

3° La simplicité de l’exécution de ces réactions et la facilité 
des lectures, surtout pour les réactions Vi, en font des techniques 
de laboratoire accessibles 4 tous. En effet, rien n’est plus simple 
que la préparation de surnageants microbiens. 

4° Ces réactions sont applicables a l’étude des E. coli de gastro- 
entérites. 

5° Volontairement, nous n’appelons pas ces substances solubles 
des antigénes. Nous rapporterons dans un prochain article les 
résultats de l’expérimentation sur les animaux de ces substances 
solubles. 
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LE DETERMINISME DE LA SPORULATION 
DE BACILLUS MEGATHERIUM 


IV. — CONSTITUANTS MINERAUX DU MILIEU SYNTHETIQUE 
NECESSAIRES A LA SPORULATION 


par N. GRELET (°). 


Unstitut Pasteur. Service des Fermentations.) 


Dans trois mémoires précédents [6, 7, 8], nous avons recherché 
les conditions qui suffisent a produire la sporulation dans les 
cultures agitées de deux variants de la souche ML de Bacillus 
megatherium en milieu synthétique. 

Avec le variant A, la pénurie de glucose, ou de nitrate, ou de 
sulfate, ou de fer, ou de zinc, provoque la sporulation ; la pénurie 
de phosphate produit une sporulation partielle ; au contraire, ni 
la pénurie de potassium, de magnésium, ou de manganése, ni 
VYomission de calcium, de sodium, ou de chlorure dans la 
formule du milieu, n’ont cet effet. Avec le variant B, l’insuffisance 
de l’aération entraine aussi une sporulation partielle. 

La constatation que la pénurie de certains constituants, bien 
quelle ralentisse ou arréte la croissance, ne provoque pas de 
sporulation, nous a conduit a chercher si ces constituants ne sont 
pas nécessaires a toute sporulation. 

Divers travaux antérieurs ont signalé que tel ou tel des consti- 
tuants que nous avons étudiés sont nécessaires 4 la sporulation 
d’espéces variées de Bacillacées. 

‘Le phosphate Vest pour Clostridium botulinum, selon Leifson, 
1931 {410}. 

Et le potassium pour Welchia perfringens, selon Régnier, 
Prévot et Lartigaud, 1945 [44], et pour Bacillus cereus selon 
Foster et Heiligman, 1949 [4]: ces derniers auteurs observent 
que, en milieu organique complexe, une pénurie de potassium 
limitant peu la croissance réduit beaucoup la sporulation. 

Knaysi, 1945 [9], note l’effet favorable du magnésium sur la 
sporulation de B. mycoides lorsque |’aération est insuffisante. 

La nécessité du manganése a fait objet d’une récente publi- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 mars 1952. 
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cation de Charney, Fisher et Hegarty, 1951 [2], dont nous avons 
eu connaissance aprés l’achévement de ce travail : ces auteurs 
concluent, en particulier avec B. subtilis, que la sporulation dépend 
spécifiquement de la présence de manganése 4 une concentration 
plus élevée que celle requise pour la croissance végétative. 

Leifson, 1931 [40], a noté aussi que le calcium stimule la 
sporulation de Cl. botulinum ; nous-méme avons déja indiqué |5| 
la nécessité du calcium pour la sporulation de B. megatherium. 

D’autre part, Curran, Brunstetter et Myers, 1943 [8], ont montré 
par l’analyse spectrale, que les spores de Bacillacées sont plus 
riches que les batonnets en calcium et en.manganése, moins riches 
en potassium et en phosphore, et que la richesse des spores en 
calcium est en rapport direct avec leur thermoresistance. 

Il convient enfin de rappeler le role joué par le manganése dans 
la sporulation de Sterigmatocystis nigra: Bertrand, 1912 [4], a 
montré que S. nigra peut se développer sous certaines conditions 
sans former de conidies, et que celles-ci apparaissent si on aug- 
mente Ja teneur du milieu en manganése. 

Dans la plupart de ces travaux, les facteurs qui permettent la 
sporulation sont seuls étudiés, sans que les facteurs. qui la pro- 
duisent soient identifiés. I] ne peut done étre exclu que la pénuric 
du constituant étudié exerce un effet sur la sporulation en diffé- 
rant l’intervention du facteur sporogene. 

Nous sommes donc amené a associer chacune des pénuries qui 
provoquent la sporulation, avec chacune de celles qui ne la provo- 
quent pas. Mais la réalisation de deux pénuries simultanées 
impose des taétonnements, et nous n’avons pu en étudier que 
quelques-unes. 


MerTHODES. 


Les méthodes sont celles qui ont été décrites dans les mémoires 
précédents [6, 8}. 

Les variants A et B de la souche ML de Bacillus megatherium 
sont cultivés dans des milieux chimiquement définis ot le glucose 
est la source carbonée, et le nitrate la source azotée ; le pH apres 
stérilisation est a 5,8. 

Les cultures sont agitées a 30° dans des flacons d’Erlenmeyer 
de 150 cm?® ou de 250 cm* contenant 25 cm? de milieu pour une 
aération suffisante, et 50 cm? pour une aération limitante. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


I. L’erFeT DE LA pPENURIE DE P, K, Mg er Mn, str LA sporvu- 
LATION PAR EPUISEMENT DE GLUCOSE ; VARIANT A. — Nous avons 
choisi @abord l’épuisement du glucose comme facteur Sporogéne 
car la métabolisation du glucose se poursuit souvent encore aprés 
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Parrét de la croissance, et cela facilite la réalisation des deux 
pénuries simultanées. Toutefois, si on diminue trop la concen- 
tration initiale du constituant limitant par rapport au glucose 
consommable, celui-ci ne peut plus étre épuisé, et il n’y a plus 
de facteur sporogéne. Inversement, si la pénurie du facteur 
limitant est encore trop peu profonde au moment ow le glucose 
est épuisé, la sporulation se produit comme dans le témoin. 


Pénurie de phosphate (tableau I, culture 2). — Nous avons 
Tasteau 1. — Influence de la pénurie de P, K, Mg, et Mn, sur la 
sporulation par épuisement du glucose ; variant A. 
Glucose initial : environ 250.10 —3 M (45 g/l). 
NUMEROS DUREE DES CULTURES 
DES CULTURES 
et 
eek 40 heures 63 heures 115 heures 
a 
| 
4 Témoin : (Dila e ae AlGeoe 71,8 8,3 
| PO,H.K . 50 000)/Glucose g/l. 0 0 0 
K.. . . 156 000/Opacité (1) . 22,0 16,0 ; 
Miers £00|Examen (2) B. n., ch. 2-4. Sp. libres. Quelques B.|Sp. /ibres Quelques B. 
Mn. 10 Granules fins. Granules fins. 
2. ty aa an 5,55 8,3 ; 8,6 
PO,UK. 5 000/Glucose g/l. 7,0 0 0 
Opacité. . . 22,5 22,8 
Examen. . [Bs offense lie tle Banrecheels B.n, ch. 1. 
Sp. libres. Sp. libres. Sp. libres. 
5. DH: eh 3.24: 6,6 fe 8,0 
Ks 200|Glucose g/l. 0 0 0 
Opacité. . . 22,3 18,5 
Examen . ./B. n. ou longs bourrés|B. longs. Quelques|Quelques B. longs, 
dinclusions, ch. 2-4. sp. incl. Debris hyalins et 
granules libres. 
K. Db 6 oo pelle! 8.0 8,45 
Mig eRe. 100|Glucose g/l. 6,25 0 0 
Opacité. . . 16,7 : _ 22,2 
Examen . ./B.n. ova parois floues. |B. n. ou a parois floues. |B. flovs. Quelques sp. 
Granules libres. Granules libres. inel. ou libres. 
Granules libres. 
a DH awe 5 25 1,6 8,15 
Mn. . 2/Glucose g/l. 7,6 2 0 
Opacité. . 45,8 45,9 
Examen ..| B.n., ch. 1-4 B. n., ch. 1. Quelques 


sp. incl. et rares 


sp. libres. 


(1) L’opacité, proportionnelle a la densité oplique, correspond 


(2) Signification de quelques abréviations : ‘ 
némoire [6]); en chaines de2 a 4 éléments ; sp. incl. : 


B. 


pe, .ch 


- 2-4: 
spores incluses daas les bacilles. 


approximativement ala 


matiére séche en g/I. 


bacilles normaux (décrils dans le premier 


SSS __._..._ || eee 
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montré antérieurement [7] que pour une concentration initiale en 
phosphate de 5 000.10—-* M — dix fois plus faible que celle du 
milieu témoin —, il se produit une sporulation partielle. 

Cette sporulation partielle, produite ici a quarante heures, est 
demeurée partielle a soixante-trois heures et a cent quinze heures, 
bien que le glucose soit alors épuisé. 

Il apparait done que les bacilles qui ne peuvent sporuler sous 
l’effet de la pénurie de phosphate en sont également incapables 
sous l’effet de l’épuisement du glucose. Ceci est en accord avec 
Vhypothése qu’un minimum de phosphate est nécessaire dans les 
bacilles pour qu’ils puissent sporuler, méme sous l’effet de la 
pénurie de phosphate. 

Pénurie de potassium (tableau I, culture 3). — Avec 200.10—* M 
de K, le glucose 250.10-* M a été épuisé avant quarante heures, 
a’ peine moins vite que dans la culture témoin. Pourtant on observe 
& soixante-trois heures quelques spores incluses seulement, et a 
cent quinze heures on n’en reconnait pas parmi les débris hyalins 
qui proviennent de la fragmentation des bacilles. 

La sporulation a done été fortement réduite par la pénurie de 
potassium. 

Pénurie de magnésium (tableau I, culture 4). — Avec 
Mg: 100.10-* M, les modifications morphologiques antérieure- 
ment décrites se produisent : fonte des bacilles, mobilisation des 
inclusions réfringentes a lintérieur des parois devenues floues, 
enfin libération de fins granules libres. 

A la suite de !épuisement du glucose : 250.10—-* M, on observe 
a cent quinze heures quelques spores, formées sans doute dans les 
quelques batonnets qui étaient encore, a soixante-trois heures, 
a peu pres normaux. 

De méme, avec Mg: 20.10-§M et glucose : 100.10-* M, ou 
avec Mg: 10.10-° M et glucose : 25.10—-* M, nous avons constaté 
une forte diminution du nombre de spores formées. 

Pénurie de manganése. — Avec Mn: 2.10-*M et glucose : 
250.10-* M (tableau I, culture 5), ou avec Mn: 10-*M et 
glucose : 66.10—* M (tableau II, culture 2), la pénurie de manga- 
nése réduit beaucoup le nombre des spores qui se forment apres 
épuisement du glucose ; les spores formées sont un peu plus 
petites que dans les cultures témoins. 

Les cultures du tableau II ont, a quatre-vingt-sept heures, été 
soumises & un chauffage de quinze minutes a 80° : on compte 
dans la culture 1 (témoin) environ 10° germes résistants, et cent 
fois moins dans la culture 2 (Mn : 10—* M). 

Dans un autre type d’expérience, nous avons centrifugé et lavé 
les bacilles de cultures de dix-neuf heures, quarante-trois heures 
et quatre-vingt-onze heures en milieu contenant Mn :10—* M, et 
nous les avons remis en suspension dans des milieux sans glu- 
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Tasieau Il. — Influence de la pénurie de Mn, de l’omission de Ca, 
et du remplacement de Ca par Mn, sur la sporulation par épui- 
sement du glucose ; variant A. 


Glucose initial : environ 66.10 —3 M (42 g/l). 


NUMEROS DUREE DES CULTURES 
DES CULTURES 
et 
GONSTITUANTS 
10-&M 22 h. 30 37 h. 30 47 heures 
1. Témoin: DH eae une 6,65 71,0 
Mn. 40|Glucose g/l. 0 0 0 
Ca . 4 000/Opacité. .. 6,15 8,95 9,45 
Examen. . B. n., ch. 2-4. Sp. libres et quetques| S. libres et quelques 
sp. incl, Quelques B. n. sp. incl. 
2. pH eee Ge 6,83 
Mn. 4|Glucose g/l. 0 0 0 
Ca. 4 000/Opacité. . . 7,0 5,4 4,8 
Examen . .| B. courts, ch. 1-4. | B. courts, ch. 1-2. |B. courts, ch. 1. Rares 
Kares Sp. incl. en| sp. incl. et libres. 
formation. 
3. pee ee Once 6,95 
Mn . 40|Glucose g/l. 3,1 0 0 
Ca . 0|Opacité. . . 3,9 5,1 Big) 
Examen ..| B. courts, ch. 2-4. B. courts, ch. 1-2. |Quelques B. courts ef 
Granules fins. Quelques sp. incl. quelques sp. libres. 
Granules fins. Brouillard de granules. 
4. HO A a6 6,8 Hei 
Mn. 1 000\Glucose g/I. 0 0 0 
Car. 0|Opacite. . . 6,9 4,4 4,4 
Examen . B. fins, ch. 41-4. Sp. libres, petites. Sp. libres, petiles. 
Quelgues sp. incl. | Quelques sn. incl. Quelques sp. wel. 
Quelques B. fins. 


cose, et avec ou sans Mn. A l’examen microscopique, nous avons 
vu la sporulation se produire partout, sans différences mani- 
festes. Mais le nombre de germes qui résistent a 90° pendant 
quinze minutes varie beaucoup selon que le milieu renferme ou 
non Mn : 

onze jours aprés remise en suspension de la culture de qua- 
rante-trois heures, on compte au centimétre cube, sur environ 
7 000 000 de germes viables, 250 000 germes thermorésistants en 
présence de Mn : 10-* M, et seulement 28 000 en absence de Mn ; 

quatre jours aprés remise en suspension de la culture de 
quatre-vingt-onze heures, on compte de méme, sur environ 
15 000 000 de germes, 900 000 thermorésistants en présence de 
Mn, et seulement 4 000 en absence de Mn. 
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Il semble donc que Mn peut étre fixé par les bacilles defi- 
cients, méme en absence de glucose, puisqu’il augmente consi- 
dérablement, dans ces conditions, le nombre des germes thermo- 
résistants. 

En résumé, la pénurie de manganése empéche partiellement la 
sporulation dans les cultures ott le glucose est épuisé, et réduit 
le nombre des spores thermorésistantes lorsque la sporulation 
peut avoir leu. 

Omission du calcium et remplacement par le manganése. — 
L’omission du calcium dans la formule du milieu ne modifie pas 
le taux de croissance, mais a pour effet, une fois le glucose 
épuisé, de provoquer la libération de fins granules et de diminuer 
beaucoup. le nombre des spores formées ; celles qui se forment 
se distinguent des spores normales par leur faible réfrin- 
gence (tableau II, culture 38). 

Une certaine ressemblance des effets des pénuries de Mn et 
de Ca sur la sporulation, nous a conduit & remplacer Ca par 
Mn (tableau II, culture 4): sur ce milieu, qui contient cent fois 
plus de Mn que le milieu témoin et ne contient pas de Ca, l’excés 
de Mn modifie la morphologie des bacilles, qui sont fins, et dont 
quelques-uns s’allongent jusqu’&é quatre ou méme huit fois la 
longueur des bacilles normaux. Dés l’épuisement du glucose, la 
sporulation se produit dans tous les bacilles, et de petites spores 
peu réfringentes sont libérées. 

Pourtant, dans ces cultures 3 et 4, chauffées quinze minutes 
a 80°, on compte a  quatre-vingt-sept heures seulement 
10 000 germes thermorésistants environ au centimetre cube, 
contre 1 000 000 dans la culture témoin 1. 

Ainsi, l’omission du calcium a pour effet de réduire beaucoup 
le nombre des germes thermorésistants, méme si un exces de 
manganése rétablit une sporulation & peu prés normale. 


II]. L’EFFET DE LA PENURIE DE Ca SUR LA SPORULATION PAR 
PENURIE DE NITRATE, DE Fe ou pe Zn; variant A. — Lors 
d’anciennes expériences réalisées en remplacant dans Je milieu 
témoin l’eau de source par l’eau bidistillée, nous avions constaté 
que V’omission de Ca empéche la formation de spores thermo- 
stables non seulement dans le cas de 1l’épuisement de glucose, 
mais anssi dans le cas de la pénurie de nitrate ou de Fe : dans 
ces deux pénuries, la sporulation s’amorce, puis avorte, tandis 
que le pH tombe et que les batonnets diminuent de taille ; l’addi- 
tion de Cl,Ca, 4 H,O : 0,1 g/l (environ 550.10—* M) a ce milieu, 
conduit au contraire a la formation de spores thermorésistantes. 

Lorsque nous avons constaté la sporulation par omission de Zn, 
nous avons en méme temps observé la nécessité du Ca (tableau III). 


Sans Ca, aucune spore ne se forme. Avec Ca :50.10—* M,, 
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Tabteau Ill. — Influence de la pénurie de Ca sur la sporulation 


par pénurie de Zn; variant A. 
Glucose initial : environ 250.40 ~3M 43 g/l). 


DUREE DES CULTURES 


3L heures 55 heures 


ee 


ale Ato nc anIleKl 4,5 

Glucose g/l . . 36,0 2B}. 
OKIE. Ty eo ols ne 
Examen .. . .|Sp. inel., quelques bores. Sp. libres. 
Quelques B. courts. Quelques B. courts. 


Die yeaa, ous ONG 5,4 

Glucose g/l. . . 33,0 14,0 
Opacités. .— %. 4,0 8,0 
Examen... B. courts, ch. 41-2. B. courts, ch. 41-2. 
Quelques sp. incl Quelques sp. libres. 


Ole ogee Tet 

Glucose g/l. . 28,6 : 
Opacité.w 40 8,2 10,5 
LOPE TENCT Sa Bee B. courts, ch. 4 2. B. courts, ch. 1-2. 


quelques bactéries seulement sont aptes a former des spores. 

Avec Ca :500.10—-* M, la sporulation est presque compleéte. 
C’est de cetle expérience que nous avons déduit la concentration 

élevée de Ca : 1.000.—* M, présente dans le milieu témoin. 


III. L’eFrer DE LA PENURIE DE CALCIUM SUR LA SPORULATION PAR 
INSUFFISANCE D’ AERATION ; VARIANT B. — Nous avons cherché si 
le calcium, qui est nécessaire 4 la sporulation du variant A, pro- 
voquée par diverses pénuries, l’est aussi a la sporulation du 
variant B, provoquée par l’insuffisance d’aération. 

‘Les cultures sont réalisées en flacons de 250 cm* avec divers 
volumes de milieu : nous rapportons ici les résultats obtenus avec 
le volume de 50 cm’, optimum pour la sporulation (tableau IV). 

En présence de calcium, la croissance se poursuit jusqu’a épul- 
sement du glucose ; mais bien avant ce stade, dés vingt-quatre 
heures, la sporulation est provoquée dans presque tous les 
germes par l’insuffisance d’aération; a cent heures les spores 
formées, trés réfringentes, résistent dix minutes a 80°. 

En absence de calcium, la croissance est limitée, le milieu 
s’acidifie et le glucose n’est pas épuisé ; & vingt-quatre heures, il 
se produit une sporulation partielle, mais les spores formées 
sont peu réfringentes, et a cent heures elles sont presque toutes 
tuées aprés cing minutes a 80°, et toutes aprés dix minutes. 
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Tabteau LV. —- Influence de la pénurie de Ca sur la sporulation par 
insuffisance d’aération ; variant B. 


Glucose initial : environ 250 10 —% (45 g/l). 


DUREE DES CULTURES 
Ca 
10 e yl 
24 heures 54 heures 100 heures 
2 000 1010 ice cree canis KO 6,45 8,4 
Glucose g/l... - 24,5 0 
OP RCH tec 42,4 ; 20,0 
Examen .... .|Sp. inc!. Quelques Sp libres. 
ine Bohs 0G hy Quelyues B. ; 
Thermo-résistance. Résistent 
40 min. a 80°. 
0 [Bee etree tied ae had 4,8 4,6 
tucosery lie eee 22,6 
Opaciter.2. one om. 8,4 9,6 
Examen. .... .| B. courts. S. inel. |Sp. libres peu réfring. 
peu réfringentes. B. courts; ch. 22) 
Thermo-résistance. Tués 
aprés 5 min. & 80°. 


Ainsi le calcium, sans lequel le métabolisme du variant B est 
dévié vers J’acidification, est bien nécessaire 4 la sporulation 
normale et a la thermorésistance des spores. 


Discussion. 


Les facteurs de sporulation que nous avons identifiés présentent 
dans leur variété le caractére commun de limiter la croissance : 
on peut done se demander si la cause de la sporulation ne réside 
pas dans le ralentissement ou l’arrét des divisions bacté- 
riennes {42}. 

Pourtant, il existe des pénuries de potassium, de magnésium ou 
de manganése, qui limitent la croissance sans produire de sporu- 
lation. Pour repousser cette objection, il faut montrer que ces 
constituants sont eux-mémes nécessaires a la sporulation, de sorte 
que les bacilles qui subissent une pénurie de l’un d’eux ne puissent 
sporuler sous l’effet d’aucun facteur connu. 

De fait, nous constatons que les constituants perturbent ou 
réduisent la sporulation provoquée par |’épuisement du glucose, 
mais nous n’avons pu obtenir qu’elles l’annulent complétement. I] 
existe done, dans les cultures, une hétérogénéité dont nous avons 
déja eu des exemples ; et tout se passe comme si certains bacilles 
échappaient isolément a la pénurie du constituant nécessaire a la 
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sporulation, et restaient, de ce fait, aptes a sporuler, si le glucose, 
par exemple, vient & son tour 4 manquer. ; 

Il reste done possible que Je facteur commun de sporulation, 
mis en ceuvre par des pénuries variées en présence des constituants 
nécessaires, soit le ralentissement ou l’arrét des divisions bacté- 
riennes.. 

ConcLusions. 


Dans des cultures agitées de Bacillus megatherium, nous avons 
cherché parmi les constituants du milieu synthétique dont la 
pénurie n’entraine pas la sporulation ou n’entraine qu’une sporu- 
lation partielle, s'il en est dont la présence est nécessaire a la 
formation des spores. 

Lorsque l’épuisement du glucose est le facteur sporogéne 
choisi, une pénurie simultanée de phosphate, ou de potassium, 
ou de magnésium, ou de manganése, a pour effet de rendre 
imaptes 4 sporuler les bacilles qui ont souffert le plus de la 
pénurie de |’élément limitant. Cependant, par aucune de ces 
pénuries nous n’avons pu réaliser |’inhibition totale de la spo- 
rulation. 

L’omission du calcium dans la formule du milieu, bien qu’elle 
nait pas d’effet sur le taux de croissance, empéche ou perturbe 
la sporogénése : lorsqu’il se forme des spores, elles sont peu 
réfringentes, et beaucoup d’entre elles sont peu thermorésistantes. 

La nécessité du calcium pour la sporulation, et spécialement 
pour la formation de spores thermorésistantes, est montrée éga- 
Jement avec d’autres facteurs sporogénes: pénurie de nitrate, 
de fer ou de zine dans les cultures du variant A ; aération limi- 
tante dans Jes cultures du variant B. 
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COMPARAISON DE SOUCHES BACTERIENNES 
RESISTANTES A DES ANTIBIOTIQUES 
AVEC DES SOUCHES SENSIBLES DE MEME ESPECE (1) 


par Mirxo BELJANSKI. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Chimie biologique 
[professeur MAcHEBOEUF |.) 


La découverte des antibiotiques pose de nombreux problémes 
d’ordre biochimique et biologique. Le probleme de*la résistance 
hactérienne a fait l’objet de nombreuses recherches sur les condi- 
lions expérimentales permettant d’obtenir des souches résistantes 
aux toxiques ou aux antibiotiques, mais le point de vue _ bio- 
chimique du probléme n’a pas été systématiquement abordé et 
l'on ignore encore quel est le processus qui est spécifiquement 
modifié dans les souches résistantes. 

Dans notre travail nous avons essayé d’apporter quelques faits 
nouveaux d’ordre biochimique et biologique qui pourraient peut- 
étre contribuer a faire connaitre le déterminisme de la résistance. 

Si lon admet que chaque antibiotique agit spécifiquement sur 
un processus métabolique déterminé on peut, en effet, penser que 
la perte ou la transformation de ce processus métabolique entraine 
une résistance spécifique a l’antibiotique correspondant. 

Nous nous sommes proposé d’analyser le métabolisme des 
microbes résistants. pour voir ce qui les différencie des microbes 
sensibles normaux de méme espéce, puis de voir le comporte- 
ment de cette souche vis-a-vis de certaines substances chimiques 
thérapeutiques différentes des antibiotiques. On sait que le fait 
d’étre résistant 4 un antibiotique ne confére pas la résistance 
a un autre antibiotique. (La double résistance est possible [4].) 
Ceci laisse supposer que les processus de résistance aux divers 
antibiotiques ne sont pas identiques. Nous pourrions done espérer 
déceler ces différences biochimiques entre les souches d’une méme 
espéce, mais résistante chacune 4 un antibiotique différent. 


(1) Une note préliminaire résumant les résultats obtenus pour 
Staphylococcus aureus a été publiée [2]. 
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1. — CAS DE LA STREPTOMYCINE 


A. — ETUDES SUR STAPHYLOCOCCUS AUREUS 


OBTENTION D'UNE SOUCHE DE Staphylococcus aureus (Oxrorp) 
RESISTANTE A LA STREPTOMYCINE. 


Une souche normale de Staphylococcus aureus sensible a 4 wg 
de streptomycine par millilitre (titrage de sensibilité par la 
méthode des dilutions progressives) a fait l’objet d’une série 
de repiquages successifs sur milieu renfermant des quanlités 
croissantes de streptomycine. L’expérience est conduite en milieu 
peptoné et glucosé. On obtient, en définitive, une souche capable 
de se développer abondamment en vingt-quatre heures en présence 
de 4000 wg de streptomycine par millilitre. 

Cette souche résistante conserve sa résistance pendant quatre 
ou cing repiquages au moins sur milieu sans streptomycine, et 
ceci est trés suffisant pour permettre nos essais. Avant d’ense- 
mencer le milieu gélosé dans les boites de Roux, nous avons 
pratiqué deux repiquages de la souche résistante dans le milieu 
peptoné et glucosé sans streptomycine afin d’éliminer toute 
influence éventuelle de traces de streptomycine pouvant étre 
apportées par Vinoculum. 

Dans les expériences qui suivent, les cultures de Staphylococcus 
aureus « résistant » furent pratiquées sur des milieux exempts 
de streptomycine, constitués soit par des solutions de peptone et 
de glucose, soit par de la gélose ordinaire. 


ETUDES COMPARATIVES DE LA GROISSANCE 
DE soucHES DE Staphylococcus aureus, STREPTOMYCINO-SENSIBLE 
ET STREPTOMYCINO-RESISTANTE. 


Une étude préliminaire sur la croissance des deux souches de 
Staphylococcus aureus s’imposait avant l’analyse biochimique. 

On sait, en effet, que Ja constitution chimique des microbes 
varie d’une facon sensible suivant quils sont examinés a des 
phases diverses de leur prolifération. 

Nos expériences ont été réalisées en milieu peptoné et glucosé. 
Deux cultures de Staphylococcus aureus prélevées a la dix- 
huitiéme heure, l’une provenant de la souche sensible, l’autre 
de la souche résistante, sont diluées au moyen du milieu peptoné 
de facon a étre ramenées a la méme densité optique. On ense- 
mence une série de tubes avec ]a méme quantité d’émulsion 
bactérienne de méme densité optique. On suit d’heure en heure 
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la croissance A 37° pendant vingt-quatre heures par des lectures 
opacimétriques avec l’appareil de Meunier, écran orange. 

Les résultats sont exprimés par les courbes suivantes (fig. 1). 


Les abscisses correspondent au temps et les ordonnées aux 
résultats des lectures opacimétriques exprimés en divisions du 


Opacite 
800 


700 


Fic. 14. — I, Courbe de croissance d’une souche de Staphylococcus aureus strep- 
tomycino-sensible; II, Courbe de croissance d’une souche de Slaphylococcus 
aureus streptomycino-résistante. 


tambour gradué de l’appareil de Meunier. Le chiffre obtenu pour 
le témoin (l’eau peptonée) est déduit. 

Les courbes nous montrent que la phase de latence des souches 
résistantes est nettement plus longue que celle des souches 
sensibles, mais a cette exception prés, les courbes de crvissance 
sont presque identiques. 

La phase de latence est un phénoméne complexe. Beaucoup 
de théories ont été proposées a son sujet. 

Monod [8] montre que la durée de la phase de latence varie 
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pour une espéce bactérienne donnée avec |’age de |’inoculum. 
Les bactéries prélevées dans une culture en phase de latence ou 
bien dans une vieille culture constituent un inoculum pour lequel 
la phase de latence sera grande. Au contraire, des bactéries 
prélevées dans une culture en phase exponentielle de croissance 
constituent un inoculum pour lequel la phase de latence sera 
extrémement bréve ou pratiquement nulle. Pour Monod, par 
conséquent, la phase de latence est explicable par 1’état physio- 
logique des bactéries inoculées dans la culture. Monod pense 
aussi 4 l’influence de substances toxiques présentes dans les 
milieux de culture artificiels. Ces produits toxiques seraient 
détruits (ou inhibés) par les bactéries pendant leur phase de 
latence et c’est seulement aprés cette destruction que la culture 
suivrail son destin normal de croissance. 

I] se peut aussi, croyons-nous, que les toxiques auxquels pense 
Monod soient peut-étre simplement des métabolites des cellules 
qui ne croissent plus, c’est-a-dire des vieilles cultures qui consti- 
tuent l’inoculum habituel. Les bactéries en phase de latence 
prolongée sont, en effet, des bactéries provenant directement ou 
indirectement de telles cultures. Ce serait seulement lorsque les 
bactéries mises dans un milieu nutritif neuf ont pu éliminer ces 
métabolites ou les métaboliser, que leurs conditions biologiques 
redeviendraient normales. Lorsque Monod constate |’existence 
d’une phase de latence pour un inoculum provenant d'une culture 
elle-méme en phase de latence, il s’adressait, en somme, a des 
cellules d’une vieille culture qui n’avaient pas encore terminé 
l’élimination des métabolites génants. La phase de latence ainsi 
observée est d’autant moins longue que l’inoculum était resté 
luiméme préalablement plus longtemps en latence. 

L’hypothése de Monod est trés intéressante, mais elle n’est 
pas suffisante pour expliquer tous les faits expérimentaux. En 
effet, on a pu démontrer [4, 5] que pendant la phase de latence 
la constitution chimique des bactéries se modifiait progressivement 
dans le sens de l’accumulation de substances nécessaires au 
développement et en particulier d’acides nucléiques. 

On peut penser que les acides nucléiques et surtout l’acide 
ribonucléique, indispensable aux synthéses protéiques pendant 
la prolifération cellulaire, sont fabriqués pendant la période de 
latence et doivent s’accumuler jusqu’A une concentration suffi- 
sante pour permeltre ces synthéses. 


ETUDES COMPARATIVES DE LA COMPOSITION CHIMIQUE 
DE soucHEs DE Staphylococcus aureus, STREPTOMYCINO-SENSIBLE 
ET STREPTOMYCINO-RESISTANTE. 


Les conclusions de nos études ci-dessus sur la croissance des 
souches résistantes et sensibles de Staphylococcus aureus nous 
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incitérent a orienter nos premiéres analyses vers le domaine des 
acides nucléiques, et particuliérement de l’acide ribonucléique, 
dont on admet l’importance dans les syntheses protéiques [6, 7]. 
Gros et Machebceuf [9, 2, 10] ont montré que Vacuon de la 
streplomycine sur le métabolisme des bactéries se traduit plus 
particuliérement par des modifications profondes dans l'utilisation 
de l’acide ribonucléique et de ses dérivés, les mononucléotides. 
I] est donc intéressant de rechercher si l’adaptation des 
microbes a la streptomycine ne s’accompagnerait pas de pertur- 
bations profondes dans le métabolisme des acides nucléiques. 


ETruDE DU METABOLISME DES AGIDES NUCLEIQUES 
CHEZ UNE SOUCHE DE Staphylococcus aureus 
RESISTANTE A LA STREPTOMYCINE 
ET CHEZ UNE SOUCHE SENSIBLE DE MEME ESPECE. 


La souche de Staphylococcus aureus résistante est la méme 
que celle qui servit aux études sur la croissance exposées 
ci-dessus. Sa résistance était de ordre de 4 000 wg de strepto- 
mycine par millilitre. ‘La sensibilité de la souche ‘normale, dont 
elle dérivait, était de l’ordre de 4 pg par muillilitre. Les expé- 
riences ont été conduites dans des boites de Roux, sur bouillon 
eélosé. 


Tecunigues. —- Deux séries de boites de Roux furent ense- 
mencées par des inocula de méme masse provenant de cultures 
de dix-huit heures. Toutes les heures on a prélevé une boite de 
la série résistante et une de la série sensible. Les bactéries furent 
récoltées (avec des billes de verre) et lavées deux fois avec de 
Peau distillée refroidie. Les bactéries lavées sont mises en suspen- 
sion dans de l’eau distillée. Sur 0,5 ml de suspension homogéne, 
on dose l’azote total microbien. On préléve 1 ml] de la suspension 
pour déterminer le poids sec et le reste est mis en présence 
d’une solution d’acide trichloracétique 4 10 p. 100. On laisse 
a la glaciére pour assurer une bonne diffusion, dans la solution, 
des produits du métabolisme des acides nucléiques. On centrifuge 
(pendant quinze minutes 4 2000 g), puis on décante. On ajuste 
le volume 4 10 ml avec une solution d’acide trichloracétique 
a 10 p. 100. 

Sur une partie aliquote du liquide on dose : 

1° L’azote purique des nucléotides par la méthode de Kerr (21%: 

2° Les ions orthophosphoriques par la méthode de Machebceuf 
et Delsal [42]. 

Le culot séparé du liquide précédent est utilisé pour l’extraction 
des acides nucléiques d’aprés la méthode de Schneider (2) (43) 


(2) Le culot de centrifugation traité par la méthode de Schneider 
cst conservé, car il servira 4 doser l’azote protéique (voir plus loin). 
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L’acide ribonucléique est dosé suivant la technique de 
Mejbaum [14] modifiée par Albaum et Umbreit [45] en tenant 
compte du facteur de correction que nous avons précisé [46]. 

L’acide désoxyribonucléique est dosé par la méthode de 
Dische [47] en utilisant comme étalon une préparation d’acide 
thymonucléique trés polymérisé obtenue suivant Hammarsten [48] 
et purifiée suivant Bredereck [419]. 


Résultats expérimentauz. 


Nos résultats sont exprimés par les figures 2 et 3. Les abscisses 
correspondent aux durées de culture, tandis que les ordonnées 


& Ribose mgr.N total 


Fic. 2. — Teneur en ribose d’acide ribonucléique de Staphylococcus aureus. 
I, Souche streptomycino-sensible; Il, Souche streptomycino-résistante. 


correspondent respectivement aux teneurs en wg rapportées au 
milligramme d’azote total des bactéries. 

Pour les deux souches étudiées on observe un accroissement 
de la teneur en acide ribonucléique, puis un maximum suivi d’un 
retour au chiffre initial. Mais l’accroissement est considérable- 
ment plus grand pour la souche résistante que pour la souche 
sensible et il est plus tardif. 

En somme, chacune des souches accumule de l’acide ribonu- 
cléique et le maximum de cette accumulation se situe a la fin de 
sa période de latence. Le retard constaté pour la souche résistante 
correspond au retard de la terminaison de sa phase de latence. 
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Le fait prédominant est la disproportion considérable des teneurs 
en acide ribonucléique correspondant aux maxima. 

Dans la souche résistante, le taux d’acide ribonucléique s’éléve 
a une valeur si grande, qu’a l’époque du maximum, la teneur des 
cellules en cet acide représente 17 p. 100 de leur substance séche, 
chiffre trés surprenant mais vérifié avec soin par plusieurs séries 
d’expériences et corroboré par des expériences comparables sur 


y ac-desoxyribonucl. 


/ mgr. N total 


4 G 
temps (heures) 


Fic. 3. — I, Courbe représentant la teneur en acide désoxyribonucléique chez 
une souche de Slaphylococcus aureus, streptomycino-sensible; Il, Courbe 
représentant la teneur en acide désoxyribonucléique chez une souche de 
Staphylococcus aureus, streptomycino résistante. 


des souches pénicillino-résistantes, dont les résultats seront 
publiés prochainement. 

On voit que Vallure du phénoméne est trés comparable chez 
les souches streptomycino-sensibles et chez les souches strepto- 
mycino-résistantes, mais il existe une différence trés nette dans 
Ja teneur en acide ribonucléique qui est deux a trois fois supé- 
rieure chez la souche résistante que chez la souche sensible. Cette 
accumulation massive d’acide ribonucléique constitue peut-étre, 
chez la souche résistante, un processus de désintoxication vis- 
a-vis de l’antibiotique. I] faut se rappeler ici que l’acide ribonu- 
cléique est antagoniste de la streptomycine [20]. 
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En ce qui concerne le métabolisme de l’acide désoxyribonu- 
cléique, au contraire, on constate que la souche de Staphylococcus 
aureus streptomycino-sensible synthétise cetle substance aussi 
abondamment que la souche résistante pendant la phase de 
latence. Les concentrations maxima sont les mémes. La seule 
différence est dans l’époque ot se place le maximum. 

On peut se demander si le retard dans la synthése de l’acide 
ribonucléique a comme conséquence un retard dans le démarrage 
de la division cellulaire ou bien si, au contraire, c’est le retard 
du démarrage de la division qui est la cause premiére. I] nous 
est difficile d’aborder cette question avant d’avoir examiné 
d’autres étapes du métabolisme de l’acide ribonucléique. 


ETUDE DU METABOLISME DES NUCLEOTIDES ACIDO-SOLUBLES 
cHEZ Staphylococcus aureus, SOUCHES STREPTOMYCINO-SENSIBLE 
ET STREPTOMYCINO-RESISTANTE. 


Dans les cellules microbiennes, a cdté des acides nucléiques 
a |’état polymérisé, il existe des dérivés de ces acides: 1° des 
mononucléotides [24]; 2° des nucléosides ; 3° des bases libres 
puriques et pyrimidiques. 

L’étude des produits de dégradation des acides nucléiques a 
été effectuée en nous inspirant des techniques mises au point par 
Boivin et Mesrobeanu [22]. Les nucléotides, les nucléosides et 
les bases puriques libres sont mis en solution dans de l’acide 
trichloracétique a 10 p. 100 a basse température, comme nous 
l’avons vu ci-dessus. L’azote, dans les nucléotides précipités, est 
dosé d’aprés la méthode de Kerr [44]. 


Résultats expérimentauc. 


Nos résultats sont exprimés en pg d’N purique par rapport au 
milligramme d’azote total microbien (fig. 4). 

Dans le cas de Staphylococcus aureus souche sensible, on 
assiste au début 4 une augmentation de la teneur en mononucléo- 
tides ; cette augmentation est paralléle a la formation des acides 
nucléiques (voir courbe pour l’acide ribonucléique). Le maximum 
de l’accumulation en mononucléotides est atteint en méme temps 
que pour l’acide ribonucléique. Donec, il y a, a cdté de l’acide 
ribonucléique, un surplus des mononucléotides qui n’ont pas 
encore participé a la formation de l’acide ribonucléique ou qui 
en dérivent. 

Une partie des mononucléotides est vraisemblablement utilisée 
par la formation des molynucléotides et par conséquent de l’acide 
ribonucléique, tandis que l’autre partie reste a l'état libre. La 
courbe représentant les mononucléotides a une allure tout a fait 
semblable a celle correspondant a l’acide ribonucléique. Les 
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ordonnées de la premiére ne sont que Ja moitié environ de celles 
de la seconde. 7 
La courbe obtenue avec les souches sensibles pour les nucléo- 
tides refléte les variations dans le métabolisme de |’acide ribo- 
nucléique. eh : 
Dans le cas des souches résistantes elle s’éléve a la méme 
hauteur que la courbe obtenue pour les souches sensibles, le 
maximum est simplement déplacé vers la droite et correspond au 


y Npurique nucl. 
‘_ /mgr N total 


300 


400 


OF eZ 


4 
temps (heures) 


Fic. 4. — I, Courbe représentant l’azote purique nucléotidique chez Staphylo- 
coccus aureus sensible & la streptomycine; Il, Courbe représentant l'azote 
purique nucléotidique chez Staphylococcus aureus résistant & la strepto- 
mycine. 

Nos résultats sont exprimés en pg de phosphore 
par milligramme d’azote total microbien (fig. 5). 


maximum de la courbe pour l’acide ribonucléique chez les mémes 
souches résistantes. 

Mais nous assistons ici € un déséquilibre considérable entre 
le taux en mononucléotides et le taux en acide ribonucléique de 
la souche résistante. 

La teneur maxima des souches résislantes en mononucléotides 
est la méme que pour les souches sensibles. Cependant les résis- 
lantes accumulent beaucoup plus d’acide ribonucléique. Ceci 
permet de penser que la polymerisation des ribonucléotides qui 
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conduit a Vacide ribonucléique s’effectue mieux chez les souches 
résistantes que chez les sensibles. Cette hypothése trouve un appui 
acide ribonucléique 
ribomononucléotides 
augmente au cours de la croissance chez les*souches résistantes, 
tandis qu’il décroit chez les sensibles. 


dans le fait que le rapport quantitatif 


ETUDE DU METABOLISME DES IONS ORTHOPHOSPHORIQUES 
DE SOUCHES DE Staphylococcus aureus, STREPTOMYCINO-SENSIBLE 
ET STREPTOMYCINO-RESISTANTE. 


On sait importance de la phosphorylation dans le métabo- 
lisme bactérien et combien varie, en particulier, la répartition 


400 


4 yy 5: 6 
temps (heures) 
Fic. 5. — 1, Courbe représentant l’évolution des ions orthophosphoriques chez 


Staphylococcus aureus streptomycino-résistant; II, Courbe représentant l’évo- 
lution des ions orthophosphoriques chez Staphylococcus aureus strepto- 
mycino-sensible. 
Nos résultats sont exprimés en pg de protéines 
par rapport au miJligramme d'azote total microbien (fig. 6 et 7). 


du phosphore cellulaire au cours de la croissance. Nous venons 
de considérer les variations du métabolisme des acides nucléiques 
et des nucléotides et nous avons démontré des différences parti- 
culiérement nettes dans le comportement des deux souches en ce 


90 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


qui concerne les acides nucléiques. On sail que la teneur des 
bactéries en phosphates inorganiques dépend assez élroitement de 
utilisation des acides nucléiques et de leurs dérivés. 

Nous avons suivi le sort des ions orthophosphoriques au cours 
de la croissance des deux souches, sensible et résistante, chez 
Staphylococcus aureus. [Le dosage des phosphates a été effectué 
d’aprés la méthode de microdosages de Machebceuf et Delsal (12). 

Les lectures sont faites au photométre de Meunier avec |’écran 
orangé (on déduit le chiffre obtenu pour le témoin blanc). 

Les courbes obtenues pour les deux souches présentent chacune 
un clocher (fig. 5). 

La situation des clochers est différente, mais leur hauteur 
est pratiquement identique. La montée de la courbe lorsque le 
clocher apparait indique une période pendant laquelle les hacté- 
ries s’enrichissent considérablement en phosphates minéraux, et 
ceci se produit justement pour chacune des souches a la période 
ot! les bactéries accumulent les acides nucléiques. La baisse de 
la teneur en phosphates se situe de méme a l’époque de la baisse 
de la teneur en acides nucléiques. . 

Ces faits sont assez curieux. On aurait pu penser que les 
phosphates nécessaires A la synthése des acides nucléiques 
devaient s’accumuler avant que la synthése nucléique atteigne sa 
plus grande vitesse. 


ETruDE DES PROTEINES cHEZ Staphylococcus aureus, 
SOUCHES STREPTOMYCINO-SENSIBLE ET STREPTOMYCINO-RESISTANTE. 


La synthése des protéines dans la vie des cellules est un 
probléme parmi les plus difficiles et les plus importants de la 
biochimie. De nombreuses hypothéses ont été émises, mais leurs 
supports expérimentaux ne sont pas encore trés grands (3). 

Une série d’observations a montré qu’il y avait un lien entre 
la richesse de la cellule en acide ribonucléique et son aptitude 
de synthétiser des protéines [6, 7]. 

Caspersson [7] a proposé une trés intéressante théorie au sujet 
de la synthése des protéines dans les cellules. Les deux types 
d’acides nucléiques (désoxypentose et pentose nucléique) joue- 
raient un role prépondérant dans cette synthése. 'L’acide désoxy- 
pentose nucléique interviendrait dans la synthése des protéines 
nucléaires au cours de la division cellulaire. Au contraire, ]’acide 
pentose nucléique du nucléole et du cytoplasme jouerait un role 
dans la synthése des protéines cytoplasmiques et des sécrétions 
protéiques. Cette théorie est basée sur des faits trés intéressants 


(3) Un exposé de ces théories sortirait du cadre du présent mémoire, 
Citons une récente mise au point sur ce sujet : Machebceuf [23]. 
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observés en étudiant l’absorption des rayons ultra-violets par les 
bases puriques des acides nucléiques dans les cellules. Il est 
extrémement probable que les acides nucléiques soient un facteur 
trés important des synthéses protéiques, mais aucune interpré- 
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Fic. 6. — Souche de Staphylococcus aureus streptomycino-sensible. 
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Fie. 7. — Souche de Staphylococcus aureus streptomycino-résistante. 


tation satisfaisante n’a pu étre proposée jusqu’ici au sujet du 
mécanisme biochimique de ce réle des acides nucléiques. 

Pour Brachet [6] ce sont des granules ribonucléoprotéiques 
cytoplasmiques qui sont facteurs de synthéses protéiques. Ces 
particules contiennent toujours une proportion appréciable de 
protéines spécifiques que synthétise chaque cellule. Brachet 
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considére ce fait comme un argument trés puissant en faveur du 
role des granules ribonucléoprotéiques dans la synthése des 
protéines. Cet auteur a constaté que la synthése des protéines 
et celle de Vacide désoxyribonucléique sont accompagnées par 
un métabolisme intense de l’acide ribonucléique [24]. Cependant, 
Vacide ribonucléique n’est pas le précurseur de l’acide désoxy- 
ribonucléique {25}. : 

Boivin [26], Malmgren et Heden [8] ont attiré attention sur la 


0 400 200 
MIN. 
Fic. 8. — J, Teneur en acides nucléiques chez Escherichia coli; 


Il, Teneur en protéines chez Escherichia colli. 


richesse exceptionnelle en acide ribonucléique des bactéries, dont 
le pouvoir de multiplication est énorme. 

Les travaux de Malmgren et Heden ont apporté des renseigne- 
ments sur la synthése des protéines au cours de la croissance 
microbienne [8]. Ces auteurs étudient chez des bactéries le méta- 
bolisme des nucléotides et des protéines au début de la phase de 
croissance exponentielle et pendant Ja phase de latence. Ils 
lrouvent que la synthése des acides nucléiques semble précéder 
celle des protéines, Ceci n’est pas parfaitement constant, comme 


Yont prouvé certaines de nos expériences que nous allons 
exposer. 
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Les perturbations provoquées par la streptomycine dans _ le 
métabolisme de l’acide ribonucléique nous ont incité a entre- 
prendre des recherches sur ]’évolution protidique dans les souches 
sensible et résistante, en tenant compte des hypothéses qui relient 
l'acide ribonucléique 4 la synthése des protéines. Pour cela, en 
premiére approximation, nous nous sommes contenté d’évaluer 
grossiérement l’azote protidique en dosant l’azote dans le résidu 
aprés deux épuisements a l’acide trichloracétique (méthode de 
Schneider). 

Dans notre calcul, nous négligeons la trés faible quantité 
d’azote polynucléotidique et lipidique qui persiste, peut-étre, dans 
les corps microbiens aprés épuisement par l’acide  trichlor- 
acétlique. 

En faisant la comparaison entre les deux courbes représentant 
l’évolution des protéines dans les souches sensible et résistante 
a la streptomycine, nous assistons 4 un phénoméne trés curieux 
en ce qui concerne les rapports entre les protéines et les acides 
nucléiques, spécialement dans la souche résistante. On n’observe 
pas Vbarmonie remarquée par Caspersson et Brachet entre ces 
deux constituants de la cellule. En effet, dans les conditions de 
nos expériences, la souche résistante accumule des quantités 
considérables d’acide ribonucléique et cependant la synthése de 
ses protéines conduit 4 une méme teneur que pour la souche 
sensible. Nous observons done un défaut d’harmonie entre les 
synthéses d’acides ribonucléiques et de protéines chez la souche 
résistante. ‘Le fait est surprenant car il est en opposition avec 
les trés intéressantes observations de Brachet dans les cellules 
animales. 


B. — ETUDES SUR ESCHERICHIA COLI 


Nous avons vu, dans le cas d’une espéce a Gram-positif 
(Staphylococcus aureus), que le métabolisme de l’acide ribo- 
nucléique différait pour les souches sensibles et les souches 
résistantes a la streptomycine. Nous avons constaté une accu- 
mulation massive d’acide ribonucléique chez la souche strepto- 
mycino-résistante avant la phase exponentielle de la croissance 
bactérienne. On pouvait se demander si cette propriété se retrou- 
vait également pour les bactéries & Gram négatif. Nous avons 
done entrepris ]’étude de souches d’Escherichia coli sensible et 
résistante 4 la streptomycine. Les techniques analytiques que nous 
avons utilisées sont les mémes que pour Staphylococcus aureus. 

Une souche d’Escherichia coli B/r [27] résistante 4 la strepto- 
mycine a été envoyée a |’Institut Pasteur par le D* Bertani (4). 


(4) D™ Bertani, Dept. of genetics Cold Spring Harbor, Long Island, 
NYG 
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Cette souche, fortement résistante a la streptomycine (10 000 pg 
de streplomycine par millilitre), proliférait parfaitement bien sans 
et avec streptomycine; elle était donc résistante mals non 
streptomycino-exigeante [28, 29, 30). 

Les souches résistantes et les souches streptomycino-exigeantes 
obtenues a partir de souches sensibles forment des colonies, dont 
aspect est pratiquement identique a celui des souches sensibles. 
Cependant |’examen microscopique révéle des diiférences morpho- 
logiques : les cellules sont moins longues mais plus larges (34, 
32, 33}. 

Nous avons effectivement constaté que nos germes résistants 
présentaient des modifications morphologiques notables. Les 
batonnels sont raccourcis environ deux fois et légérement élargis. 


EruDE COMPARATIVE DE LA CROISSANCE 
DES SOUCHES SENSIBLE ET RESISTANTE D’Escherichia coli. 


L’étude de la croissance a été conduite comme ci-dessus pour 
le Staphylocoque (milieu peptoné a 2 p. 100 et glucosé a 
0,3 p. 100). La souche streptomycino-résistante a subi deux repi- 
quages sans antibiotique avant d’étre utilisée. 

Les résultats sont exprimés par les courbes de la figure 9. ‘Les 
abscisses correspondent au lemps et les ordonnées aux résultats 
des lectures opacimétriques exprimées en divisions du tambour 
gradué de l’appareil de Meunier (témoins déduits). 

Dans les conditions de notre expérience, les courbes montrent 
que : 

1° La phase de latence de la souche résistante est nettement 
plus longue que celle de la souche sensible ; 

2° La phase exponentielle pour la souche résistante se termine 
également plus tard et elle ne conduit pas A un rendement aussi 
élevé (5) ; 

3° La phase exponentielle est suivie par une phase d’auto- 
lyse pour la souche sensible tandis qu’elle est suivie par une 
phase de croissance trés ralentie, mais indiscutable, pour la 


souche résistante {métabolite toxique ou épuisement prématuré 
d’un élément nutritif] (6). 


(5) Nous n’avons pas poursuivi l’expérience au dela de la dixiéme 
heure, car nous étions surtout intéressé par la phase de latence et la 
phase de croissance exponentielle. 

(6) C’est volontairement que nous avons opéré 1’étude de la crois- 
sance dans les milieux nutritifs peu concentrés en matidéres alimen- 
taires. Ainsi la phase exponentielle se termine avant que des catabolites 
toxiques atteignent une concentration génante. 
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Nos inocula dans toutes nos expériences sur la croissance 
provenaient des bactéries en culture prélevées a la dix-huitiéme 
heure. Dans le cas particulier d’Escherichia coli, ceux de la souche 
sensible étaient donc constitués par des germes en autolyse, tandis 
que ceux de la souche résistante étaient encore probablement en 
période de croissance ralentie. Ces différences influent peut-étre 
sur la durée des phases de latence. Pour étudier ce probléme il 


Opacite 


200 


faudrait reprendre toute notre longue étude en étudiant systéma- 
tiquement l’influence de |’ « Age » de inoculum. 


METABOLISME DES ACIDES NUCLEIQUES 
DE soucHEs D’Escherichia coll, 
SENSIBLE ET RESISTANTE A LA STREPTOMYCINE. 


Nous avons cultivé les deux souches en aérobiose sur milieu 
gélosé dans les boites de Roux, puis opéré par les techniques 
décrites ci-dessus 4 propos de Staphylococcus aureus (page 84). 

Nos résultats sont exprimés en wg de ribose par rapport au 
milligramme d’azote total microbien (fig. 10). 

Les courbes de la figure 10 montrent que la souche streptomy- 
cino-résistante accumule une proportion d’acide ribonucléique 
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notablement plus grande que la souche sensible. La différence 
n’est cependant pas aussi considérable que pour Staphylococcus 
aureus résistant a la streptomycine (7). 
En ce qui concerne le métabolisme de l’acide désoxyribo- 
nucléique, des mononucléotides puriques, des protémes et des 
ions orthophosphoriques, nous n’observons pas de différences 
quantitalives entre les deux souches d’Escherichia coli, sensible 
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Fic. 10. — I, Courbe représentant la teneur en ribose d’acide ribonucléiyue 
chez une souche d’Escherichia coli, streptomycino-sensible; I], Courbe repré- 
sentant la teneur en ribose d’acide ribonucléique chez une souche d'Esche- 
richia coli, streptomycino-résistante. 


et résistante a la streptomycine (fig. 11, 12, 18, 14). L’allure des 
courbes représentant |’évolution de ces substances en fonction du 


(7) En comparant les résultats obtenus pour une espéce bactérienne 
a Gram positif (Staphylococcus aureus) avec ceux obtenus pour une 
espéce 4 Gram négatif (Escherichia coli), nous observons que les germes 
4 Gram positif résistants & la streptomycine accumulent davantage 
d’acide ribonucléique pendant la phase de latence que les germes 2 
Gram négatif également résistants 4 la streptomycine. Cette étude 
a porté seulement sur deux espéces bactériennes ; il serait intéressant 
de |’étendre 4 une série d’espéces pour savoir si ces conclusions ont 
un caractere de généralité. 
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Fic. 44. — Souche de E. coli. I, Souche sensible; II, Souche résistante. 


& N purique nuct./mgr N totad 


400 
0 
4 a 3 Y 5 6 
y temps (heures) 
Fic. 12. — Souche de E. coli. I, Souche sensible; II, Souche résistante. 
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Fic. 44. — Souche de E. coli. I, Souche sensible; II, Souche résistante. 
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temps pour les deux souches est la méme, lorsque Ja période de 
latence est terminée. Donc, indépendamment de l’inégalité des 
phases de latence, la seule différence entre les deux souches 
porte sur l’acide ribonucléique. Ceci est une confirmation de nos 
résultats antérieurs obtenus chez Staphylococcus aureus, résistant 
et sensible a la streptomycine. 

Morse et Carter [84] ont étudié le métabolisme des acides 
nucléiques chez deux souches d’Escherichia coli, une souche nor- 
male B et une souche résistante aux ultra-violets provenant de B 
et désignée par B/r. 

Ces auteurs ont utilisé comme traceur le phosphore radio-actif 
a l’état de phosphates et ont observé son role dans la synthése 
des acides nucléiques. L’acide ribonucléique est surtout synthé- 
tisé pendant la phase de latence, juste avant le commencement 
de la phase exponentielle de multiplication des cellules bac- 
tériennes. 

Morse et Carter trouvent que la souche B/r contient, a la fin 
de la phase de latence, trois a quatre fois plus d’acide désoxy- 
ribonucléique que la souche B normale d’Escherichia coli. 

Bertani a bien voulu nous remettre une souche résistante a la 
streptomycine préparée a partir de la souche B/r. 

Contrairement a ce qu’avaient observé Morse et Carter sur la 
souche B/r elle-méme, nous trouvons ici que c’est l’acide ribo- 
nucléique qui est accumulé plus abondamment que |l’acide 
désoxyribonucléique. 

Nous devons donc conclure que la souche  streptomycino- 
résistante obtenue par Bertani 4 partir de la souche B/r de Morse 
et Carter n’a plus les caractéristiques qu’avait la souche B/r 
elle-méme. Les cultures répétées de B/r en présence de doses 
minimes de streptomycine ont conduit a l’obtention d’une souche 
streptomycino-résistante qui présente les caractéristiques que 
nous avons découvertes pour toutes les souches streptomycino- 
résistantes étudiées : 

La phase de latence est prolongée. 

IL’acide ribonucléique s’accumule a la fin de cette phase nota- 
blement plus que l’acide désoxyribonucléique. Ce dernier acide 
ne s’accumule pas plus que dans les souches sensibles a la 
streptomycine. 

En somme, la souche résistante aux ultra-violets de Morse et 
Carter, dite souche B/r, avait des caractéres biochimiques trés 
différents de ceux des souches streptomycino-résistantes de méme 
espéce. Cependant, la souche streptomycino-résistante que Ber- 
tani a obtenue a partir de B/r présente les caractéristiques bio- 
chimiques habituelles des autres souches  streptomycino-résis- 
tantes. 
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Conclusions. 


Des souches streplomycino-résistantes de deux espéces  bac- 
téricnnes, Staphylococcus aureus et Escherichia coli, ont été 
comparées avec des souches de méme espéece, mais sensibles 
ad lantibiotique. ; 

1° Les courbes de croissance présentent une phase de latence 
plus prolongée pour les souches résistantes. 

2° L’acide ribonucléique s’accumule, a la fin de la phase de 
latence, considérablement plus dans les souches résistantes que 
dans les souches sensibles. 

3° \Les autres constituants des bactéries qui furent étudiés 
(protéines, orthophosphates, mononucléotides a ribose, mono- 
nucléotides a désoxyribose et acide désoxyribonucléique) ne sont 
pas accumulés en exces par les souches résistantes. 'L’accumu- 
lation exagérée porte uniquement sur l’acide ribonucléique. 
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FORMATION ET DECOMPOSITION 
DE L’EAU OXYGENEE PAR LES BACTERIES ANAEROBIES 


par M™* GRUNBERG-MANAGO, J. SZULMAJSTER et C. DELAVIER. 
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Le probléme de la formation de eau oxygénée s’est posé tout 
d’abord chez les anaérobies stricts. On pensait, en effet, que sa 
solution expliquerait a elle seule le role nocif de Voxygéne pour 
la croissance de ces bactéries. L’un d’entre nous, dans une série de 
travaux antérieurs [4], a étudié en détail action de l’oxygéne 
sur les anaérobies stricts. Mais, jusqu’a présent, personne n’a 
précisé la forme sous laquelle intervient l’oxygéne. Il est admis 
depuis les travaux de Wieland, Warburg et Keilin que, lorsque 
loxygéne n’est pas activé et sert simplement d’accepteur 
dhydrogéne, au méme titre que le bleu de méthyléne par 
exemple, il se forme de l’eau oxygénée : 


2 H+-+ 0,—> H,03. 


Au contraire, lorsque loxygeéne est activé, il se forme de l'eau : 


2 H+-+4+ 07-—>H,0. 


Il est possible, toutefois, que cetle conception soit moins rigou- 
reuse et qu'elle soit sujette & des modifications [2]. Mais actuel- 
lement, aucun travail reposant sur des bases suffisamment solides 
ne contredit cette théorie classique. Nous admettrons done que 
si oxygéne n’est pas activé, il se forme l’eau oxygénée. 

On ne connait rien du processus des réactions par lesquelles 
Vhydrogéne s’unit 4 l’oxygéne chez les anaérobies stricts. Il est 
possible, surtout chez Cl. saccharobutyricum, que les flavines 
servent d’intermédiaires : 


DPN H, + F —> FH, + DPN (1) 
FH, =07- > Roa Oe 


comme c’est le cas pour le B. delbrucki, anaerobic facultatif 
riche en flavines (7 mg pour 100 g [8]. Or, les hactéries buty- 


(1) DPN = Diphosphopyridine nuléotide. 
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riques sont des microorganismes encore plus riches en flavines 
(13,7 mg pour 100 g) et l’on connait [4] le rdle important des 
flavines dans le métabolisme de ces bactéries et leur défense 
contre l’oxygéne. 

Mais dians tous les cas, soit par réaction directe de l’oxygéne 
moléculaire avec lhydrogéne du substrat, soit par auto-oxyda- 
tion des flavines, il doit se former de eau oxygénée. Elle a été 
mise en évidence précisément chez le B. delbrucki [4]. On a éga- 
lement pu la mettre en évidence dans une respiration forcée 
a lair chez d’autres anaérobies facultatifs comme des races 
de pneumocoques ne possédant pas de catalase. Mais par contre, 
la recherche de Veau oxygénée chez les anaérobies  stricts 
dépourvus de catalase ia toujours été négative, méme si l'on 
aére fortement les suspensions de bactéries. On sait pourtant que 
dans ces conditions les anaérobies consomment de l’oxygéne [5]. 
Or, le systéme classique activant l’oxygéne (cytochrome-cyto- 
chrome-oxydase) est inconnu chez les anaérobies stricts. Ils sont 
méme dépourvus de peroxydase et catalase. 

L’oxygeéne peut-il étre activé autrement que par un enzyme ? 
C’est ce que pense Yamafugi [2]. Pour lui, l’oxygéne peut étre 
activé sur la surface des protéines, mais cela demeure pour 
instant a l'état d’hypothése. Les anaérobies stricts possédent-ils 
done un enzyme particulier capable d’activer loxygéne? A ce 
propos il faut citer quelques travaux [6, 7] relatifs 4 la l-amino- 
oxydase des bactéries. Cet enzyme catalyse l’oxydation de nom- 
breux lamino-acides sans qu’on puisse mettre en évidence la 
formation d’eau oxygénée comme avec Ja l-amino-oxydase des 
tissus. 

I] est vrai que la recherche de traces d’eau oxygénée est trés 
délicate. Elles sont en effet détruites facilement, par exemple 
par la lumiére, certains milieux de culture (tryptique, peptoné 
ou contenant des substances SH) et des produits du métabolisme 
comme l’acide pyruvique. 

Il faut tenir compte également du fait que l’eau oxygénée doit 
étre formée a l’intérieur des cellules, tandis que tous les réactifs 
utilisés pour sa mise en évidence restent extérieurs a la cellule. 
Yamafugi {2], par exemple, recherchant l'eau oxygénée dans une 
levure chez laquelle il a bloqué la catalase par un inhibiteur, 
montre qu’elle ne peut étre mise en évidence a cause de |]’imper- 
méabilité des cellules. L’irradiation des cellules de levure par des 
rayons U. V. change la perméabilité et permet au réactif d’entrer 
a Vintérieur des cellules, le dosage de l’eau oxygénée devient 
alors possible. 

D’autre part, il se peut que l’échee de Ja mise en évidence de 
eau oxygénée chez les anaérobies stricts soit dd a ce que le 
peroxyde naissant est détruit par un mécanisme inhérent aux 
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bactéries. Ce doit étre le cas de nombreux anaérobies. Douglas {8}, 
Greisen et Gunsalus [9] ont montré que différentes souches de 
bactéries lactiques, ne contenant pas de catalase, oxydent 
l’alcool, le glucose ou le lactate sans accumuler d’eau oxygénée, 
bien que la respiration de ces bactéries soit régie par Vautoxy- 
dation des flavines. En ajoutant l’eau oxygénée, ils ont constaté 
que les bactéries sont capables de la décomposer en présence 
des substrats cités. Streptococcus faecalis [40], cultivé a l’air, 
peut également décomposer l’eau oxygénée en présence de sub- 
strat oxydable, alors que, cultivé en anaérobiose, 1] décompose 
a peine l’eau oxygénée. Dans tous les cas cités, le cyanure est 
sans action. D’aprées Seeley et Rio-Estrada [414], ce serait la 
forme réduite des riboflavines qui serait responsable de la des- 
truction du peroxyde. 

Toutes les expériences que nous venons de citer ont été faites 
avec les bactéries du groupe lactique, et il est certain que ces 
bactéries sont capables de décomposer l’eau oxygénée par un 
systeme peroxydasique non sensible au cyanure. 

Il était intéressant d’étudier si la décomposition de Veau oxy- 
eénée par les bactéries est un phénoméne général. Nous avons 
recherché dans ce travail si d’autres anaérobies facultatifs et les 
anaérobies stricts sont capables de décomposer lVeau oxygénée 
par des mécanismes différents des systémes peroxydasiques ou 
catalasiques connus. 


TECHNIQUES. 


I. Bactéries (2). — E. coli (souche Monod) a été cultivé a 37°, 
soit sur le milieu peptoné glucosé, soit sur le milieu ci-dessous : 


| OY). 5 Cimed eae ueee G| Cao ate OO ae Bem ent PHUISPY fe 
SOUNH so. etrtouti race Cisebcn ol Le areas Ge emeeel kareee 4g 
SOIMG,7H30), Sides cceharkione couched ete Mie he eae 0,4¢g 
cl,Ca . xe 0,04 
SO He Wich sOjhy.) 6 sie Saal. eke Fle tose eae. Seen 0,0005 
NaOH M0 UNG poursameneras aan en ee pH 7. 
GIUCOS6. x -syssi ts Shyer ales a ee ee Re 10g 
Extrait de levure 4 40 p. 100 neh eee koe 40 cm’ 
Baur Hin ak Moo Foner oe LORS Pee 000cem=> 


‘Le glucose et l’extrait de levure sont stérilisés 4 part et ajoutés 
slérilement au milieu. 


Cl. sporogenes a été cultivé sur le milieu VF. 
Cl. welchii a été cultivé sur le milieu VF glucosé a4 5 p. 100. 


(2) Toutes les souches proviennent de la collection de l'Institut 
Pasteur de Paris. 
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Cl. saccharobutyricum a été cultivé sur le milieu pomme de 
terre glucosé, 

La suspension bactérienne a été faite suivant la technique 
usuelle [12]. 

L’anaérobiose est assurée soit par le vide, soit par barbotage 
d’azote purifié par passage dans un four a 500° en présence de 
tournure de cuivre. 

Préparation d’un broyat de bactéries. — Une culture bacte- 
rienne de Cl. sporogenes de seize heures provenant de 1 1 de 
milieu est centrifugée, lavée deux fois avec CINa 9 p. 1000, 
mise en suspension dans 15 cm? de tampon phosphate pH 7,4 
et broyée quarante-cing minutes avec de la poudre de verre dans 
Vappareil a agitation ultra-rapide de Towers. On élimine la 
poudre de verre et les débris cellulaires par dix minutes de centri- 
fugation 4 6 000 tours. On recentrifuge ensuite une demi-heure 
a 12 000 tours. On obtient un liquide surnageant clair L et un 
résidu marron foncé qui est mis en suspension dans un tampon 
phosphate 7,4 et homogénéisé a l’aide d’un agitateur mécanique. 
Cette suspension est appelée R. Toutes les opérations sont 
effectuées a froid. 

Dosages. — 'L’élimination du fer a été effectuée par la méthode 
indiquée par Bard et Gunsalus [43] et son dosage par colori- 
métrie avec l’aa dipyridyl au spectrophotométre de Beckman 
a 525 up. 

Le dosage de l’eau oxygénée a été réalisé soit chimiquement 
par la méthode de Treadwell, soit par la catalase préparée par 
Ja méthode de Keilin [44]. 

La détermination de la quantité d’eau oxygénée provoquant 
chez les anaérobies stricts un arrét réversible ou irréversible a été 
faite dans l’appareil de Warburg. C’est également dans cet appa- 
reil qu’ont été faites la plupart de nos expériences sur la for- 
mation et la décomposition d’eau oxygénée par E. coli en pré- 
sence d’inhibiteurs de la catalase. Pour calculer la quantité d’eau 
oxygénée décomposée par le systéme non catalasique de E. coli, 
on procéde de la maniére suivante : on dose chimiquement la 
quantité totale d’eau oxygénée disparue dans chaque cupule de 
Warburg. Du chiffre obtenu on retranche la quantité d’eau 
oxygénée disparue par l’activilé catalasique résiduelle, la catalase 
n’étant pas bloquée a 100 p. 100 par les inhibiteurs employés. 
Liactivité catalasique résiduelle est mesurée pour chaque cupule 
par loxygéne dégagé dans les cing premiéres minutes aprés 
addition d’eau oxygénée. Le dosage n’est valable que s’il est fait 
dans les premiéres minutes. Par la suite, ’oxygéne dégagé peut 
étre consommé par les bactéries, ce qui fausse les résultats. 
L’activité déshydrogénasique a été mesurée par la technique de 
Thunberg. 


. 
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Les mesures de densité bactérienne ont été faites par opaci- 
métrie avec |’électrophotométre de Meunier et sont exprimees en 
poids sec d’aprés une courbe standard. 


EXPERIENCES. 


I. Anaérobies facultatifs. — Nous n’avons jamais pu mettre en 
évidence des traces d’eau oxygénée lors de |’oxydation du glu- 
cose par une suspension de £, coli dans un tampon phosphate 
en présence d’un inhibiteur de la catalase (azoture, cyanure ou 
hydroxylamine) méme en aérobiose forcée. Pourtant, en présence 
d’azoture, la consommation d’oxygéne, loin d’étre inhibée, est 
au contraire fortement exaltée, et on ne connait pas d’activa- 
teur d’oxygéne fonctionnant en présence de cet inhibiteur. Les 
résultats sont les mémes, quelles que soient les conditions de 
culture de E. coli, aérobiose ou anaérobiose. Au cours de l’oxy- 
dation du succinate en présence de l’hydroxylamine, on a pu 
doser de faibles quantités d’eau oxygénée. Mais ici encore, la 
quantité d’eau oxygénée trouvée est toujours de beaucoup infé- 
rieure a celle devant se former théoriquement par rapport 
a Poxygéne consommé (3). Des résultats analogues sont observés 
si les expériences sont faites avec le broyat des bactéries (sus- 
pension R ou liquide L). 

Il _n’a pas été possible non plus de mettre en évidence |’eau 
oxygénée pendant la croissance de E. coli 4 l’air en présence de 
cyanure, mais dans ces conditions il se peut, comme Broh-Khan 
et Mirsky {45] ont observé, que seul le systeme anaérobie de 
E. coli fonctionne ; il n’y aurait donc pas consommation d’oxy- 
géne et, par suite, pas de formation d’eau oxygénée. Cependant, 
méme lorsque nous restaurons le systéme aérobie de E. coli en ajou- 
tant du bleu de méthylene (la catalase étant maintenue bloquée 
par le cyanure), nous ne trouvons pas d’eau oxygénée, contrai- 
rement a Broh-Khan et Mirsky, tout en constatant l’arrét de crois- 
sance signalé par ces auteurs. 

On pouvait supposer que le fait que nous n’ayons pu mettre 
en évidence de l’eau oxygénée dans des conditions décrites est 
da a la décomposition de celle-ci par un systéme différent de 
celui de la catalase. 

Nous avons pensé tout d’abord que l’hydrogéne formé au cours du 
métabolisme doit pouvoir réduire le peroxyde H,+H,O,—-> 2H,0. 
En effet, E. coli posséde une hydrogénase tres active: Pazoture 
de sodium n ‘inhibe pas cette diastase [46]. Si l’on ajoute de l'eau 


(3) En présence d’hydroxylamine et de succinate, il se produit une 
consommation d’oxygéne par E. coli, Vhydroxylamine 


ne bloquant 
jamais totalement l’oxydation du_ succinate. 


EAU OXYGENEE ET BACTERIES ANAEROBIES 197 


oxygénée a une suspension de E. coli en présence d’azoture de 
sodium qui bloque la catalase, avec de l’hydrogéne moléculaire 
comme seul substrat, l’eau oxygénée est décomposée, environ 
30 pg par milliigramme de bactéries, et l’on observe une consom- 
mation d’hydrogéne correspondant a peu prés a la quantité d’eau 
oxygénée décomposée. Théoriquement, pour décomposer 30,6 ug, 
il faut 20 mm* d’hydrogéne ; or, on observe une consommation 
d’hydrogéne de 17 mm* (voir tableau I) alors que l’hydrogéne 
moléculaire, en absence de bactéries, ne décompose pas l’eau 
oxygénée. 


TasLeiu I. — Action de lhydrogéne dans la décomposition 
d’eau oxygénée par Ff. coli. 


Chaque cupule de Warburg contient : 

4 cm® suspension bactérienne correspondant & 5 mg de poids sec, 0,2 cm? 
azoture de sodium M/300 conc. fin. pour bloquer la catalase (v. Techniques), 
0,5 cm’ HO, correspondant a& 220 ug, complété a 2,5 cm? avec tampon phos- 
phate pH 6,8; 0,2 cm? NaOH & 20 p. 100 pour absorber le COg. 

Atmosphére d’hydrogéne ou d’azote. 

Les chiffres sont exprimés pour 1 mg de bactéries. 


ATMOSPHERE | ATMOSPHERE 
dhydrogéne d’azote 
Absorption de gaz en mm?....... Gee as 17,3 0 
Décomposition d’H,02 par un mécanisme différent 
deplaveatalaserenen chmemee it iik: t-te aren cu 30,6 4 


Mais les résultats du tableau II montrent que, méme lorsqu’il 
ne se produit pas de dégagement d’hydrogéne au cours du méta- 
bolisme (4) ou lorsque son hydrogénase est bloquée par le 
cyanure, E. coli est cependant capable de décomposer l'eau 
oxygénée en présence d’un substrat. 

Il est exclu que l’eau oxygénée soit décomposée par un pro- 
duit du métabolisme comme l’acide pyruvique : en présence de 
succinate il ne se forme pratiquement pas d’acide pyruvique [42] 
et il y a décomposition d’eau oxygénée. 

La décomposition est indépendante des conditions de culture, 
aérobiose ou anaérobiose. Les cellules seules ou en présence 
dun substrat non métabolisé décomposent a peine le peroxyde. 
Au-dessous d'une certaine concentration en eau oxygénée 
(10 mg p. 100), la quantié décomposée ne dépend que du substnat 
et de la quantité de bactéries en présence. Pour un_ substrat 


(4) Dans un précédent mémoire [42], il a été démontré que l’azoture 
de sodium bloque le dégagement d’hydrogéne en anaérobiose, de 
BE. coli. 
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Tas.eau Il. — Bau oxygénée décomposée par le systéme 
non catalasique de F. coli (par milligramme de bactéries en poids sec). 


Chaque cupule de Warburg contient : 

4 cm de suspension bactérienne correspondant a4 mg de poids sec, 0,2 cm* 
dinhibiteur, 0,5 cm! de substrat, 0,2 cm; d’H,0, corres pondant 4 250 pg; complété 
a 2,5 cm? avec tampon phosphate M/15 pH 6,8, 0,2 cm; NaOH 20 p. 100 pour 
absorber le CQ. 

L’eau oxygénée et linhibiteur sont ajoutés aprés dix minutes d’équilibre. 

On indique ici les concentrations finales. 


H,0 DECOMPOSEE 


en pe 


Cyanure | NH,OH N Na 
(M/100) | (M/1 000)} (M/300) 


Bactéries seules : 
Bactéries + succinate (M/60) 
Bactévies + glucose (M/90)... . 


Aérobiose. 


Bactéries déficientes en Fe + glucose M/90.4 


Bactéries seules 
Bactéries + succinate M/60 
Bactéries + glucose M/90 


donné, la quantité décomposée est proportionnelle a la quantité 
de bactéries. 

Il existe donc chez E. coli un systéme non catalasique fonc- 
tionnant en aérobiose et anaérobiose capable de décomposer 
eau oxygénée. Ce systeme n’est sensible ni a l’azoture, ni au 
cyanure. De plus, il n’est pas affecté lorsque les bactéries ont 
été cultivées sur un milieu déficient en fer (100 pg par litre au 
lieu de 900 pg dans le milieu normal), alors que la catalase bac- 
térienne est fortement inhibée. 

II. Anaérobies stricts. — Les anaérobies stricts ne pourraient-ils 
pas, comme EL. colt, décomposer |’eau oxygénée par Vhydrogéne 
activé ? Cl. welchit posséde en effet une hydrogénase trés active. 
Lorsque, 4 une suspension de ces bactéries dans un tampon de 
phosphate renfermant du glucose, en atmosphére d’azote, on 
ajoute, dix minutes aprés le début du dégagement des gaz, de 
faibles quantités d’eau oxygénée, on constate immédiatement un 
arrét de la production d’hydrogéne, tandis que le gaz carbonique 
continue a se dégager (voir fig. 1 et tableau III). Au bout de 
quelques minutes, la production d’hydrogéne reprend avec une 
vitesse égale a celle du témoin. La quantité d’eau oxygénée pro- 
voquant cet arrét est environ de 300 pg pour 100 cm? par milli- 
gramme de bactéries. La quantité d’hydrogéne manquant par 
rapport au témoin est sensiblement égale a la quantité nécessaire 
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pour décomposer |’eau oxygénée (voir tableau HI). Dans ]’expé- 
rience résumée dans le tableau III, il a disparu 22 mm? d’hydro- 
géne dans les cing minutes qui suivent l’addition de 36,8 ug 


2S0 


ASO. 


400 


fo 


v 40 av 20 Oy 30 35 Yo 4S go 


Action de eau oxygénée sur le dégagement d’hydrogéne et d’anhydride car- 
bonique par Cl. saccharobulyricum (courbes A) et Ci. welchii (courbes B). La 
fleche indique le moment d’addition de l'eau oxygénée ou de l'eau. 


d'eau oxygénée. Or, pour décomposer cette quantité, il faut 
théoriquement 24 mm® d’hydrogéne. I] est donc vraisemblable 
que l’hydrogéne disparu a été utilisé pour décomposer l'eau 
oxygénée. Quand celle-ci est décomposee, le métabolisme reprend 
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TaBLEAu III. — Action de leau oxygénée 
sur Cl. welchii et Cl. szecharobutyricum en présence de glucose. 


Chaque cupule de Warburg contient : ; 

4 cm® de suspension bactérienne correspondant & 5 mg de poids sec pour Cl. 
welchii et 1 mg pour Cl. saccharobutyricum, 0,5 cm, de glucose M/90 conc. fin, 
0,2 cm, HO, correspondant & 36,8 yg pour Cl. wélchii et 8 pg pour Cl. saccha- 
robutyricum ou 6,2 cm’ H,0 pour le témoin, complété a 2,5 cm, avec tampon 
phosphate M/15 pH 6,8, 0,2 cm* NaOH a 20 p. 100 ou 0.2 cm® H,O suivant que 
le CO, est absorbé ou non. 

L’eau oxygénée est ajoutée 20 minutes aprés le début du dégagement d’hydro- 
géne. 


MILLIMETRES CUBES MILLIMETRES CUBES 
Whydrogéne dégagé de CO, dégayé 
TEMPS 


en minutes Cl. welchii Cl. sacch. Cl welchii Cl. sacch. 


Témoin| H,O, |Témoin| H,O, | Témoin} H,O, | Témoin}| H,O, 


58 64 ‘| 64 
417 426 126 
on ajoule H,O ou H 
133 
433 136 427 443 
465 475, 445 183 


normalement. Dans les mémes expériences faites avec Cl. sac- 
charobutyricum, Aubel, Rosenberg et Szulmajster [47] ont cons- 
taté, en iajoutant eau oxygénée, un arrét immédiat de la pro- 
duction d’hydrogéne, tandis que le gaz carbonique continue a se 
dégager. Aprés un temps d’arrét, qui peut étre trés court si la 
quantité d’eau oxygénée est faible, le dégagement d’hydrogéne 
reprend avec une vitesse égale a4 celle du témoin (voir fig. 1). 
Le dosage final montre que dans les deux cas l’eau oxygénée 
a complétement disparu. La quantité d’hydrogéne manquant par 
rapport au témoin est toujours plus grande que celle nécessaire 
pour décomposer l’eau oxygénée ajoutée (tableau III) ; dans cette 
expérience il a disparu, dans les cinq minutes qui suivent l’addi- 
tion d’eau oxygénée, 18 mm* d’hydrogéne, le dégagement de gaz 
carbonique n’étant pas modifié. Or, pour décomposer la quantité 
d’eau oxygénée ajoutée : 8 ug, il suffit de 5 mm d’hydrogene. 
I] n’existe pas, comme chez Cl. welchii, un rapport stoechio- 
métrique entre l’hydrogéne disparu et l’eau oxygénée décom- 
posée ; ici il n’y a pas intervention directe de ’hydrogéne. 
Enfin, 4 partir d’une certaine concentration en eau oxygénée, 
larrét de la production d’hydrogéne est définitif, l'eau oxygénée 
ayant aussi complétement disparu, Il y a donc une concentration en 
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eau oxygénée provoquant un arrét réversible d’hydrogéne et 
une concentration provoquant un arrét irréversible. 

‘Les concentrations d’eau oxygénée pour les limites réversibles 
et irréversibles sont fonction de l’age et de la quantilé de bac- 
téries. Pour 1 mg de bactéries (en poids sec) agées de 16 heures, 
la limite de réversibilité est atteinte avec 300-400 ug p. 100, 
celle de Virréversibilité avec 550-650 pg p. 100 (tableau IV). 


TasLeau 1V. — Quantités d’eau oxygénée nécessaires pour obtenir un 
arrét réversible ou irréversible du dégagement d’hydrogéne chez 
Cl. saccharobutyricum. 


Mémes conditions que celles du tableau II. 


; ; QUANTITE D’H09 QUANTITE D'H,O, 
QUANTITE DE BACTERIES en ug en pe 4 
pour la limite réversible pour la limite irréversible 
en milligramme de poids sec par milligramme par milligramme 
de bactéries de bactéries 


L’eau oxygénée agit chez Cl. saccharobutyricum sur une ou 
plusieurs substances responsables du dégagement d’hydrogéne 
4 partir du glucose et de ses produits de dégradation, suivant 
un mécanisme tel que la fixation d’un équivalent d’oxygéne 
donne une combinaison réversible, celle de deux équivalents 
d’oxygéne une combinaison irréversible. 

Chez Cl. welchii également, il existe des substances extré- 
mement sensibles a l’eau oxygénée. On peut le montrer en pla- 
cant les bactéries dans des conditions telles que eau oxygénée 
ne puisse étre décomposée par l’hydrogéne actif formé a partir 
du substrat, c’est-a-dire en ajoutant le peroxyde avant le glucose. 
Dans ces conditions, on n’observe jamais de dégagement d’hydro- 
géne a partir de ce substrat, méme si la concentration de l’eau 
oxygénée est inférieure a celle de la limite réversible. 

Nous avons recherché chez Cl. saccharobutyricum et Cl. 
welchii, parmi les enzymes responsables du dégagement d’hydro- 
gene, ceux qui sont sensibles a l’eau oxygénée. Nous avons été 
amenés ainsi a étudier l’action de l’eau oxygénée sur les 
déshydrogénases. Les expériences ont montré que, pour 1 mg 
de bactéries, avec la concentration de 300 ng pour 100 cm’, 
toutes les déshydrogénases étudiées sont inhibées. I] faut diminuer 
la concentration jusqu’a 100 pg d’eau oxygénée pour 100 cm* 
pour distinguer, parmi les désydrogénases, celles qui sont le 
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plus sensibles : seule la formico-déshydrogénase est complé- 
tement inhibée, alors que les autres déshydrogénases le sont plus 
ou moins (tableau V). L’eau oxygénée n’influe pas sur la déco- 
loration du bleu de méthyléne par les bactéries en présence 
d’acide pyruvique ou d’hydrogéne. Mais on ne peut conclure 
que la pyruvico-déshydrogénase et l’hydrogénase sont insensibles 
i eau oxygénée, car le peroxyde pourrait étre décomposé par 
Vhydrogéne actif ou Vacide pyruvique avant d’agir sur les 
déshydrogénases. 


Tasreau V. — Action de l'eau oxygénée 
sur les déshydrogénases de Cl. welchii. 


Chaque tube de Thunberg contient : 

4 cm? de suspension bactérienne correspondant 46 mg de poids sec, 0,5 cm 
de substrat, 0,5 cm de bleu de méthyléne M/10 000, 0,2 cm* d’H,O, correspon- 
dant a 44,7 ug; complété & 2,5 cm? avec du tampon phosphate M/15 pll 6,8. 

H,0,, le substrat et le bleu de méthyléne se trouvent dans la méme branche 
et sont ajoutés a Ja suspension bactérienne aprés dix minutes d’équilibre. 

On indique ici les concentrations finales : 


TEMPS DE DECOLORATION 


Sans H,0, Avec H,O, 


Bactéries seules 
Glucose M/90 

Lactate M/50 

Alcool étbylique M/45 
Formiate M/6v 


L’hydrogéne actif n’est pas le seul moyen que posséedent 
les anaérobies stricts pour décomposer l’eau oxygénée. On 
a remarqué, au cours des expériences, qu’en ajoutant l’eau oxy- 
génée a une suspension de Cl. saccharobutyricum ou Cl. sporo- 
genes en absence de tout substrat, en anaérobiose, celle-ci dis- 
parait trés rapidement. On observe une décomposition moyenne 
(en une demi-heure) de 20 wg par milligramme de poids sec bac- 
térien (150 wg par milligramme d’azote bactérien) pour Cl. sporo- 
genes, et 874185 wg par milligramme de bactéries pour Cl. 
saccharobutyricum (tableau VI). La quantité d’eau oxygénée 
décomposée est la méme, que les bactéries aient été cultivées sur 
un milieu normal ou sur un milieu déficient en fer (5) (0,18 mg Fe 
par litre au lieu de 4 mg). Le cyanure n’a d’ailleurs aucun effet. 


(5) Cl. sporo. et Cl. sacch. peuvent pousser sur un milieu déficient 
en fer en présence d’hydrogéne activé par le noir de platine [48]. 
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TasLeau Vl. — Décomposition de l'eau oxygénée par C1. sporogenes 
et Cl. saceharobutyricum. 


4 cm, d'eau ‘oxygénée correspondant & 307 ug, 5 cm? de suspension de Cl. 
sporogenes ou de Cl. saccharobutyricum, complété a 10 cm* avec tampon 
phosphate M/15 pH 7, agité en anaérobiose a 37° : une heure. 


Ho, 

BOIDE HO, eS 

milligramme 

de hactéries 
en pg 


en 


me - décomposée 
milligrammes 


49 
20 


Cl. sporogenes 


Cl. sporogenes déficient en Fe. . 


Cl. saccharobutyricum 


Le systéme, pour une part, est thermolabile ; les bactéries tuées 
par la chaleur décomposent une quantité d’eau oxygénée plus 
faible que les bactéries vivantes. 

Nous nous sommes assurés qu'il ne s’agit pas la d’une simple 
action physique qu’exercerait une protéine quelconque sur l’eau 
oxygénée. C’est seulement en présence de protéines renfermant 
un groupement SH libre que la disparition d’eau oxygénée est 
totale et instantanée. En présence d'autres protéines dont la teneur 
en groupement SH libre est faible (édestine, albumine, globuline), 
elle est négligeable ou nulle. 

Ceci nous a amenés a penser qu’entre autres, les groupe- 
ments SH libres interviennent dans la décomposition du_per- 
oxyde. En effet, Cl. sporogenes est connu comme riche en 
groupement SH qu’on a mis en évidence qualitativement chez 
Cl. saccharobutyricum (réaction de Hopkins). Effectivement, en 
présence d’acide monoiodoacétique, inhibiteur des groupe- 
ments SH, les suspensions bactériennes de Cl. sporogenes décom- 
posent une quantité bien plus faible d’eau oxygénée (tableau VII), 
il se produit une inhibition de 90 p. 100 a pH 5. 

L’autolysat de Cl. saccharobutyricum, obtenu en laissant des 
bactéries dgées de 48 heures, pendant six jours dans NaCl 
a 9 p. 1000 a 37°, décompose l’eau oxygénée. 

Pour mieux ¢tudier ces substances responsables de la destruc- 
tion du peroxyde, on a préparé des broyats de Cl. sporogenes : 
le liquide surnageant ‘L (voir Techniques) décompose en aniaéro- 
biose environ 50 pe dH,0, par milligramme diazote. La 
suspension R (voir Techniques), en anaérobiose, décompose de 
100 a 350 pg d’H,O, par milligramme d’azote. Elle est donc 
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Tasczav VII. — Action de l’acide monoiodoacétique 
sur la décomposition de l’eau oxygénée par Cl. sporogéenes. 

4 cm? de H,0, correspondant & 400 yg, 5 cm? de suspension bactérienne cor- 
respondant a un poids sec de 3,85 mg, 0,2 cm? de CH,ICOOH M/4 000 concen- 
trations finales (ou 0,2 cm? de H,0), complété a 10 cm* avec le tampon phos- 
phate. 

Agité une heure en anaérobiose @ 37°. 

Les bactéries sont mises en contact vingt minutes avec CH,ICOOH avant 
laddition de H,Q. 


QuanTitEs DE H,O,g DECOMPOSEFS 
en pe POURCENTAGE 


= @inhibition 


sans inhibiteur avec inhibiteur 


oe 


120 42 
130 65 


plus active que les bactéries intactes et que Je liquide surna- 
geant I.. Aussi avons-nous étudié plus en détail Vaction de la 
suspension R sur l’eau oxygénée. Si elle est préalablement sou- 
mise pendant quarante-cing minutes 4 un courant d’oxygeéne, elle 
devient moins active (lableau VIII), en anaérobiose la décompo- 
sition d’eau oxygénée est diminuée de 30 p. 100. Au contraire, 
si, 4 la place d’oxygene, on fait passer un courant d’hydrogéne 
dans cette méme suspension, elle décompose ensuite (en anaéro- 
biose) 380 p. 100 de plus que la suspension non traitée. Un pas- 
sage d’hydrogéne dans la suspension oxygénée ne restaure pas 
son activité initiale. La substance responsable de la décomposi- 
tion du peroxyde doit étre sous forme réduite. 


Tasteau VIII. — Influence du degré d’oxydation 
de la suspension R sur la décomposition de leau oxygénée. 


2 cm’ de suspension R correspondant 4 1 mg d’azote, soumis pendant trois 
quarts d’heure, 4 145°, & un passage d’oxygéne ou d’hydrogéne (la suspension 
témoin est conservée pendant ce temps en anaérobiose). 

On ajoute 0,5 cm d’H.0, correspondant a 400 pg, complété & 3 cm* avec 
tampon phosphate 7,3 M/15, agité en anaérobiose une heure a 37°. 


H.0, DECOMPOSEE 
exprimée en pg 
par milligramme de bactéries 


SIN NUVUSENOIN Bic 5 6a he ob co a oe 267 
SUSPENSION (Oxy eM Cem ann een ee 497 
Suspension Rihydrogonces srw. eee) arene 350 
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Discussion. 


D’aprés Vensemble de nos résultats, nous pouvons affirmer 
que les anaérobies stricts et les anaérobies facultatifs sont 
capables de décomposer l’eau oxygénée par des mécanismes 
différents des systémes catalasiques ou peroxydasiques connus. 
De plus, chez les anaérobies facultatifs, méme dépourvus de 
catalase, l’eau oxygénée formée doit probablement  participer 
aux mécanismes oxydatifs de la cellule en tant qu’accepteur 
dhydrogéne. Cet hydrogéne peut étre Vhydrogéne moléculaire 
activé par ’hydrogénase ou peut provenir d’un autre substrat par 
Vintermédiaire d’un systéme enzymatique (peroxydase ou systéme 
déshydrogénasique non sensible au cyanure ou azolure), ce qui 
explique la nécessité d’un substrat pour la décomposition d’eau 
oxygénée. 

Chez les anaérobies stricts le mécanisme de la décomposition 
d'eau oxygénée est plus complexe. Il semble que, outre l’exis- 
tence du mode de décomposition sus-indiqué chez les anaérobies 
facultatifs, par l’hydrogéne actif, il y ait une substance respon- 
sable de la disparition du peroxyde, qui doit exister sous forme 
réduite. En effet, la suspension R hydrogénée est plus active que 
la suspension non traitée et encore plus active que la suspension 
oxygénée. C’est ainsi que l’hydrogéne intervient, mais indirec- 
tement, dans la décomposition d’eau oxygénée en réduisant une 
ou des substances X. Cette substance X est insensible au cyanure, 
inhibée par l’acide monoiodoacétique, ce qui fait penser a une 
substance a groupement SH. On connait d’ailleurs l’importance 
de ces groupements qui entrent dans Ja constitution de nom- 
breux enzymes et leur réle fondamental pour la défense des 
anaérobies contre l’oxygéne. 

En tout cas, l’eau oxygénée agit, chez les anaérobies stricts, 
sur une ou plusieurs substances responsables du dégagement 
d’hydrogéne et en particulier sur les déshydrogénases. Il faut 
remarquer l’extréme sensibilité de ces enzymes 4 |’eau oxygénée : 
2,5 ug d’eau oxygénée par milligramme de bactéries (voir condi- 
tions expérimentales dans tableau V) suffisent pour inhiber forte- 
ment la plupart d’entre elles, alors que les bactéries peuvent en 
décomposer une quantité quatre fois plus forte. Ceci peut s’inter- 
préter en supposant que l’eau oxygénée agit sur les déshydro- 
génases avant d’étre décomposée par la substance X des bactéries 
ou bien que, responsable de la décomposition d’eau oxygénée, 
cette substance intervient dans le fonctionnement des déshydro- 
génases a ]’état réduit. Son oxydation par l’eau oxygénée entraine 
done l’inhibition de ces enzymes. 

Cette fragilité de la plupart des déshydrogénases et tout 
particuliérement de la formico-déshydrogénase expliquerait en 
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grande partie l’extréme sensibilité des anaérobies stricts a Veau 
oxygénée. 

Il reste pourtant a expliquer pourquoi les anaérobies facultatifs 
peuvent supporter une concentration beaucoup plus grande d’eau 
oxygénée que les anaérobies stricts. I] est probable que les 
déshydrogénases des anaérobies facultatifs sont protégées par un 
systéme tampon contre le peroxyde. En particulier, on sait, depuis 
Gale [49], que dans les préparations enzymatiques de FE. colt 
privées du systéme cytochromique, la formico-déshydrogénase est 
trés sensible a l’oxygéne, alors que, si le systéme est présent, 
Venzyme est protégé contre l’oxygéne qui peut méme jouer le 
role d’accepteur d’hydrogéne. 

Cependant, nous avons vu que les anaérobies stricts eux-mémes 
peuvent lutter contre l’eau oxygénée dans certaines limites sans 
que ceci provoque une perturbation apparente dans le métabo- 
lisme. 

Certes, les quantités d’eau oxygénée décomposée par les suspen- 
sions d’anaérobies dans les expériences décrites sont plus faibles 
que celles qui devraient se former théoriquement par rapport 
a loxygéne absorbé lors de Voxydation des différents substrats. 
Mais il faut se rappeler que les bactéries sont placées dans des 
conditions différentes suivant qu’elles ont a décomposer l’eau 
oxygénée naissante ou des quantités relativement fortes, exté- 
rieures a la cellule. 

Keilin et Hartree (20] ont, par exemple, montré que la catalase 
ne peut oxyder |’éthanol par l’eau oxygénée suivant la réaction : 


CH,CH,OH + H,0, —> CH,CHO + 2H,0 


que lorsque l’eau oxygénée est sous forme naissante. Elle doit 
provenir d’une réaction biologique (comme l’action de l’oxydase 
sur l’hypoxanthine) ou de la décomposition du peroxyde de 
baryum ou cérium. En présence d’eau oxygénée libre, fournie de 
Vextérieur, la réaction ne se fait pas. Toutefois, Keilin et Hartree 
arrivent a oxyder l’alcool par l’eau oxygénée en présence de 
catalase, 4 condition d’ajouter l’eau oxygénée goutte a goutte, 
ou, mieux encore, par volatilisation d’eau oxygénée a 30°. Mais 
la réaction ne se fait que partiellement et le rendement est moins 
bon qu’avec |’eau oxygénée naissante. 

Le simple fait qu’on ne peut mettre en évidence l’eau oxygénée 
chez les anaérobies ne permet donc pas d’affirmer qu’il ne s’en 
forme pas. Il est plus vraisemblable de penser que l’oxygéne 
intervient chez les anaérobies stricts (et peut-étre chez certains 
anaérobies facultatifs), comme simple accepteur d’hydrogéne, en 
donnant Peau oxygénée qui est décomposée par des mécanismes 
différents des systemes catalasique ou peroxydasique connus. 
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DE LA RICHESSE D’'UN SOL 
EN MICROORGANISMES NITRIFICATEURS 


par O. COPPIER et H. pz BARJAC (°*). 


(Institut Pasteur. Service de Microbie technique. 
Laboratoire de Microbiologie du Sol.) 


L’évaluation quantitative de la potentialité nitrificatrice de la 
terre ia été l’objet de nombreuses recherches, et les différents 
auteurs qui s’y sont intéressés ont exprimé leurs résultats de 
maniéres trés différentes. Cette diversité de présentation corres- 
pond 4 deux ordres d’idée : . 

Dosage des nitrates apparus dans un milieu ammoniacal 
ensemencé par une quantité déterminée de terre. Ainsi ont opéré, 
aux variantes prés, Rémy, Bulhert et Fickendey, Barthel, Perotti, 
Lohnis [4}; Meiklejohn [2]; Waksman {3}; Lees, Quastel et 
Scholetield [4]. 

Pourcentage de grains de terre fertiles sur un milieu électif, 
soit solide (Winogradsky) [5], soit liquide (Kauffmann et 
Boquel) [6]. 

Le dosage des produits de transformation nous renseigne sur 
lactivilé nitrificatrice de la terre, mais non sur sa richesse en 
germes. 

Et la détermination du pourcentage de grains fertiles nous 
parait étre une donnée peu précise. 

En effet, sur plaque de silico-gel (méthode de Winogradsky) 
seuls les germes localisés 4 la portion de surface du grain au 
contact du milieu vont se développer ; surface éminemment 
variable avec le volume, la forme et la structure du grain. Une 
terre tres humide, ou d’une contexture lui permettant d’absorber 
une quantité importante d’eau a partir du silico-gel, se délitera ; 
le grain s’étalera, et les germes contenus Aa l’intérieur vont alors, 
et seulement, se développer. 

D’autre part, cette méthode comporte certains inconvénients, 
déja en partie signalés par J. Kauffmann et G. Boquel dans une 
note récente [6]. 


Sur les plaques oti la source d’N est un sel d’NH,, les grains 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 mars 1952. 
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s’entourant d’une auréole translucide de par la dissolution de 
Pémaillage calcaire révélent la présence de ferments nitreux. 
Mais ces auréoles sont presque toujours de tailles trés inégales, 
et leur diamétre varie facilement, entre les x grains posilifs d’une 
méme plaque, du simple au décuple. Nous avons obtenu, person- 
nellement, des auréoles de 1,5 cm de diamétre autour de certains 
grains, alors que d’autres ne présentaient qu’un minuscule liséré 
translucide, ou méme un simple « trou » de quelques dixiémes 
de millimétre sur le cété du grain de terre. Cela doit-il étre 
attribué a4 un nombre ae ou moins grand de germes nitreux 
au départ dans le grain? De plus, on ‘assiste souvent a lappa- 
rition de tels « trous » sur lVémaillage en dehors des grains. 
Comment les interpréter ? 

La lecture est encore plus délicate sur plaque au nitrite ; les 
colonies de bactéries nitriques forment une petite tache jaunatre, 
qu il est presque impossible de différencier des taches colorées 
dues a la diffusion autour des grains des substances humiques 
de la terre. Et, si lon admet que les auréoles caractérisant les 
colonies nitreuses sont causées par la dissolution de 1|’émaillage 
de carbonate par l’acide nitreux formé, comment penser que les 
colonies nitriques ne forment pas, elles aussi, une auréole par 
un processus équivalent (NO,H formé) ? En fait, il y a quelque- 
fois des « trous » sur plaques au nitrite, mais trés rarement. 

Il faudrait tester séparément chaque grain, ce qui est impossible 
par voie chimique (NO., NO, formés diffusant rapidement a toute 
la plaque de silico-gel) et fort délicat par examen microscopique ; 
ce dernier est souvent pauvre en germes, qui sont trés difficiles 
a identifier morphologiquement. 

La modification apportée récemment par J. Kauffmann et 
G. Boquel a cette technique (loc. cit.) ne léve pas toutes ces 
objections. Si ces auteurs pratiquent un test chimique individuel 
sur chaque grain, la recherche n’est pas poursuivie dans les deux 
cas par un procédé comparable : pour les nitreux, ils cherchent 
Yapparition du produit de transformation, pour les nitriques, la 
disparition totale de la source azotée fournie. 

En outre, leur méthode donne encore, pour chaque grain de 
terre, une réponse « tout ou rien ». En dénombrant les grains 
fertiles, on ne préjuge aucunement de leur richesse en micro- 
organismes nitrificateurs : qu’ils contiennent une ou plusieurs 
colonies, importantes ou minuscules, la réponse sera uniformé- 
ment positive, pourvu qu'un « seuil » de croissance soit atteint. 
‘La grosseur du grain de terre, qui dépend essentiellement de 
l’expérimentateur et de la structure physique de la terre, influen- 
cera d’une maniére trés importante les résultats. Le « seuil » de 
croissance sera la quantité s de germes nécessairement présents 
dans le milieu pour qu’une culture ait leu (seuil qui peut étre 
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égal a Vunité pour les germes capables de proliférer a partir 
d’une cellule unique). Pour une terre d’une richesse donnée en 
microorganismes nitrificateurs, plus le grain prélevé sera gros, 
plus la “‘probabilité qu'il contienne la quantité s de germes sera 
grande. 

Nous avons donc cherché 4 obtenir une répartition plus égale 
des germes fixés sur les particules de terre, par triburation au 
mortier et émulsion dans l’eau ; notre test sera basé sur la quantité 
minima de terre donnant encore lieu au phénomeéne de nitrifi- 
cation. Et les résultats seront exprimés par un simple chiffre, 
un « indice de nitrification ». 


TECHNIQUE 


1° Principe. — Ensemencer un milieu électif avec des dilutions 
de plus en plus grandes de terre homogénéisée, et rechercher la 
dilution maxima pour laquelle on a encore une culture (présence 
de NO, pour les ferments nitreux, de NO, pour les ferments 
nitriques). . 

2° R&ALISATION DES DILUTIONS. — Prise d’essai de 1 g (évalué 
en poids sec), Broyer au mortier stérile, 4 sec, puis avec 9 g d’eau 
de Seine (1) stérile. Réaliser ensuite des dilutions de 10 en 10 
formant ainsi une gamme : 


A ae 10> 2 A0= 3 LORS ee eto el Olean) 


(Chaque dilution contiendra respectivement : 


0,40 g/em3 0,0: g/cm3 4 mg/cm? 0,1 mg/cm, etc..., de terre). 


Il est important de mélanger soigneusement chaque dilution par 
quatre ou cing pipettages avant de prélever les quantités néces- 
saires A réaliser soit la dilution suivante, soit les ensemencements, 
ceci pour obtenir la répartition le plus homogéne possible. 

3° MiLirux DE CULTURE. — Plusieurs essais nous ont amenés 
a préférer l’emploi des milieux suivants, dont la concentration en 
azote est de 0,20 p. 1 000. 


(1) Nous employons pour toutes les manipulations (émulsions, dilu- 
tions, préparations des milieux) l’eau de Seine stérilisée ; l’eau de 
conduite fournie a4 Paris contenant des antiseptiques susceptibles 
d’entraver les cultures, et l’eau distillée des traces non négligeables 
de cuivre. 

(2) La gamme jusqu’d 10—7 s’est avérée suffisante pour les différents 
échantillons de terre sur lesquels nous avons expérimenté, mais il 
peut étre nécessaire de pousser les dilutions jusqu’&a 10—1° et méme 


au dela, dans le cas de terres particulitrement riches, de boues 
activées, etc. 
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Pour les germes nitreux : 


Milieu salin de Winogradsky, dilué au 1/20... ... 4 000 cm3 
CO2C8m. wes Re AO crocs rors) SO 6) te 4g 
SO (Ste Ne sa ae aan 0,50 g 


Pour les germes nitriques : 


Milieu salin de Winogradsky, dilué au 1/20... ... 4 000 cm? 
Og Cal. saree tse ; eRaetre as 41g 
TGIF Nc preter rat nenllclecionteaniete, teseeslecatinetneiene mee; 0,99 g 


Répartir en tubes a hémolyse : 1 cm* par tube. Boucher au 
coton. Stériliser vingt minutes a 112°. 


4° EINSEMENCEMENT. — 0,50 g de dilution par tube, 4 tubes pour 
chacune des dilutions. 

Séjour a |’étuve a 29° pendant un mois, avec agitation tous les 
quatre jours pour permettre une meilleure neutralisation du milieu 
par le CO,Ca qui se dépose au fond des tubes. 


5° Lecture. — Dans les tubes nitreux : recherche du dernier 
tube dans lequel on peut encore déceler la formation, a partir 
des ions NH, fournis, de nitrite (ou de nitrate, le stade nitrite 
étant transitoire) par le réactif a la diphénylamine sulfurique 
(coloration bleue). 

Dans les tubes nitriques : recherche du dernier tube dans lequel 
on peut encore caraclériser NO,. On utilisera le méme réactif 
aprés avoir pris la précaution d’éliminer les nitrites qui peuvent 
navoir été que partiellement transformés dans le milieu (décom- 
position par lVurée ou l’azide de sodium en présence d’acide 
sulfurique). 


6° Risutrrats. — Il nous a paru commode d’adopter, pour 
rendre compte des résultats, une échelle analogue a celle ulilisée 
pour les pH. 

Le deeré d’acidité ou de basicité d’une solution est exprimé 
d’une manicre simple et claire par Je cologarithme de sa concen- 
tration en ions H+ (=pH). Nous définirons ici un « indice de 
nitrification » qui sera le cologarithme de la dilution maxima 
positive. Lorsque (cas de LI, LF...) la zone limite est indécise, 
la derniére dilution comportant a la fois des tubes positifs, des 
tubes négatifs et des tubes dans lesquels on ne peut révéler que 
des traces e de produit transformé, on donnera a V’indice de nitri- 
fication une valeur intermédiaire, compte tenu du pourcentage de 
tubes positifs dans la dilution envisagée. 

Voici quelques-uns des résultats obtenus au laboratoire avec 
différents échantillons de terre : 


— Germes nitreux. 
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Ces écarts sont toujours trés faibles, ainsi que le montrent les 
chiffres ci-dessous : 
Tasieau LI. 


; Terre 0 -Nitreux | Nitriques 
to72 pete tet e eee ree ee eeeeee 
TO? Pe tee eee eee i eeeeeeeeee 


00 00 08 06 00 00 08 C8 ce 00 90 oe cf O© 08 80 of 80 


++ etererreeete + +eteteteetee te + 


H 

[o) 

i] 
Mw 


ee 06 00 08 00 ve 


t+eteetee eee 'E ++t¢+4+4%4 +44 4+ 


TON eee ey ees Ee ry es rs en ele’ 


00 00 86 06 06 06 08 06 60 00 00 «0 00 46 08 06 06 00 
H 
+ 
oe ee 


t 
1076 ¢ Se ee de a 
er -- 
s==S=S=> e SroS sesso cesce ssc =e 3 +++ — 3 ==s=S>SSe--sse 
Indice; 5 3 5 
SBrSSSSSrssrsSreS Ser eee ese SSS SSS SS S585 5-5 ESS 2555S Ee=— 


TG, terre de prairie ombragée (juin 1951). 

TP, terre référence : jardin de l'Institut Pasteur (septembre 
1951). 

LI. terre de Beauce {champs donnant des récoltes moyennes] 
(septembre 1951). 

LF, terre de Beauce [champs donnant de trés belles récoltes] 
(septembre 1951). 

C,, tourbiére de Cériset [forét de Rambouillet] (novembre 1951). 
— La concordance de la méthode a été vérifiée, en ensemencant 
non plus 4 tubes, mais 10 tubes par dilution. Nous donnerons 
seulement les résultats de la terre O comme exemple (TP, 
novembre 1951). 

Tous les tubes d’une méme dilution se comportent de la méme 
maniére (aux erreurs d’expériences prés), sauf pour la « zone de 
virage », dans laquelle l’ensemencement est de l’ordre de grandeur 
du seuil + e (voir tableau IID). 

— Pour étudier la fidélité de notre méthode, nous avons cherché 
quel pourrait étre l’écart entre les résultats obtenus a partir de 
prises d’essai différentes de 1 g : H,, H,, H,, H,..., H,, préle- 
vées sur une méme terre (TP, octobre 1951) {voir tableaux IV et V]. 

Nous ne pouvons faire actuellement aucune hypothése sur la 
quantité réelle de germes représentée par le « seuil ». Notre 
technique n’a donc pas la prétention d’étre rigoureuse, mais elle 
nous a semblé intéressante dans son principe et pratique dans 
ses résultats. 

Nous espérons qu’elle nous permettra prochainement d’étudier 


124 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


TasLeau IV. — Germes nitreux. 
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d'une maniére plus précise cette notion de seuil, et peut-étre d’en 
déduire la quantité de germes réellement présents dans nos tubes 
de culture. 

Nous nous sommes ici volontairement bornés & une étude du 
groupement physiologique pris dans son ensemble, sans chercher 
a isoler, a caractériser, ou a évaluer l’activité des espéces respon- 
sables de la nitritation ou de la nitratation. 


MICROORGANISMES NITRIFICATEURS 425 


« ‘Les principaux problémes de la microbiologie du sol sont de 
nature cecologique. Les méthodes d’analyse valables doivent 
s’appuyer sur la microflore totale du sol considérée comme un 
collectif autoréglable. Le facteur de compétition naturel ne peut 
se remplacer par aucun artifice de technique. » 

Ces lignes de Winogradsky nous paraissent justifier assez l’idée 
directrice de nos recherches, qui fut de donner un schéma pra- 
lique et différentiel de la nitrification selon les terres, tout en 
respectant, autant que faire se peut, les conditions cecologiques. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°. 


Séance du 8 mai 1952. 


Présidence de M. GASTINEL. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine: J’ai lhonneur de présenter a la Société Frangaise de 
Microbiologie, le Dictionnaire Anglais-Frangais et Frangais-Anglais de 
termes médicauz et biologiques, qui vient de paraitre (1). Il est l’abou- 
tissement de longs mois de travail et de l’habitude prise il y a plus de 
vingt ans, de relever les termes de la langue médicale et scientifique 
qui pouvaient préter 4 confusion en passant d’une langue dans l'autre. 

La réalisation du dictionnaire est elle-méme le résultat des travaux 
effectués, depuis 1945, pour la rédaction de 1’édition frangaise du British 
Medical Bulletin & Voccasion de laquelle la nécessité d’un ouvrage 
spécialisé était apparue a tous les traducteurs. Les Editions Médicales 
Flammarion ont bien voulu acceillir l’ceuvre dont la réalisation maté- 
rielle a été favorisée par la collaboration précieuse de M"° Krassnoff. 
La révision et la correction du manuscrit, puis des épreuves ont pris 
plus de deux ans au cours desquels se sont constamment ajoutés des 
mots nouveaux qui ont allongé le texte primitif. Prévu 4 Vorigine pour 
20 000 mots, le dictionnaire en héberge aujourd’hui plus de 65 000, 
parmi lesquels 12 000 termes anatomiques. Concu primitivement pour 
les médecins, le vocabulaire a été progressivement étendu au domaine 
biologique, puis aux domaines physique et chimique dans la mesure 
surtout ot ils intéressent les biologistes. Toutes les fois ott cela a été 
possible, les expressions idiomatiques ont été signalées, les termes dont 
l'emploi est propre aux Etats-Unis ont été indiqués. Quinze pages 
donnent, & Vusage du lecteur, les correspondances des unités de poids 
et de mesures ainsi que les tables d’équivalence qui permettent instan- 
tanément la conversion des différentes données numériques pouvant 
se présenter aux traducteurs. Un soin: particulier a été apporté A la 
nomenclature, pour laquelle les noms varient fréquemment d’une 
langue a l’autre. 


(1) P. Lépine, Diclionnaire Francais-Anglais, Anglais-Francais des Termes 
médicausr et biologiques. Editions Médicales Flammarion, 22, rue de Vaugi- 
rard, Paris (VIe) {1952], prix : 2 800 fr. 


? 
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Malgré d’inévitables erreurs ou oublis dont la correction aurait exigé 
encore plusieurs années de travail, nous espérons que cet ouvrage ren- 
dra service aux lecteurs, chaque jour plus nombreux, des travaux 
rédigés en langue anglaise ainsi qu’A ceux de nos collégues de langue 
anglaise qui ne se sont pas encore désintéressés de la littérature médi- 

cale et scientifique frangaise. 


COMMUNICATIONS 


ACTIVITE ANTITUBERCULEUSE 
DE L’ISONICOTINHYDRAZIDE (INH) 


par C. LEVADITI, A. VAISMAN et H. CHAIGNEAU-ERHARD 


Unstitut Alfred-Fournier.) 


La découverte des propriétés antituberculeuses de 1]’isonicotinhydra- 
zide (INH) semble avoir été effectuée, indépendamment et simultané- 
ment, par trois groupes de chercheurs appartenant a des centres d’étu- 
des différents, 4 savoir : Aeschlimann, Fox, Grunberg et Schnitzer [1], 
Bernstein, Lotte, Steinberg et Yale [2] et Offe, Siefken et Domagk [3]. 
Cette découverte découle, jusqu’é un certain point, de celle de Cho- 
rine [4], confirmée par Mc Kenzie, Malone, Kushner, Oleson et Subba- 
Row [5], Fust et Studer [6], Tanner [7], C. Levaditi et Vaisman [8], 
concernant les effets antibacillaires de l’amide de l’acide nicotinique. 
Fust [9], de méme que Uehlinger, Siebermann et Frei [10], ont résumé 
récemment l’ensemble des connaissances actuelles sur INH, en parti- 
culier celles se rapportant a4 ses effets curatifs dans la tuberculose expé- 
rimentale de la souris et du cobaye. 

Il nous a semblé particuliérement intéressant d’étudier le méme pro- 
bléme du point de vue expérimental, sans présumer de l’opportunité 
de l’interpolation de nos conclusions dans le cadre de la thérapeutique 
de la tuberculose humaine. C’est A cette étude que se référe la présente 
note. 


I. Tor#rance. — L’INH utilisée dans nos investigations a été préparée 
par MM. Girard et Ray. Administrée per os, 4 la dose unique de 2 a 
3 mg par 20 g, elle est parfaitement tolérée par la souris, de méme 
qu’a raison de 1 mg répété quotidiennement. 


. ACTIVITES BACTERIOSTATIQUE « IN VITRO » (souche de BK H37Ry). — 
ae radical 4 la dose de 5 4 10 mg p. litre (milieu de Dubos). 


Ill. ErreTs THERAPEUTIQUES CHEZ LA SOURIS. — Technique. — Souris 
contaminées par injection intraveineuse de 2 mg de BK souche H37Rv 
(culture sur milieu de Léwenstein 4gée de 18 jours). Nous avons choisi 
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cette dose élevée de bacilles, de maniére 4 évaluer avec le maximum 
de stireté l’activité de ’INH. Deux lots : le premier sert de témoin non 
traité, le second est trailé. D’abord, pendant cing jours, deux inges- 
tions quotidiennes de 0,5 mg, puis, également quotidiennement, une 
premiere dose de 0,5 mg et une seconde de 1 mg (en tout : 46,5 mg) 
Les souris survivantes sont sacrifiées le trente-huititme jour. Enre- 
gistrement des décés et du taux de survies, et examen histologique 
des organes (poumon, foie, rate et rein) du point de vue lésionnel et 
microbiologique (hématéine et méthode de Ziehl-Neelsen). 


Résuttats. — A. Souris TémMoins (non traitées) : 

1° Mortalité (entre vingt-deux et trente et un jours ; maximum entre 
vingt-deux et vingt-huit jours) : 100 p. 100. Survie: 0 p. 100. 

2° Lésions microscopiques : 


2) Poa ok ali Steen San 
b) Foie: . . Entre }+—ef+4+ 0-2. 5.50 95 p. 100 
DHae: 5 oiscaruant 4 eluate hayek deh Meee Oar SaENT 
ISL agen teeter ted ehoraiong ns h hy 15 ps 100 


Résumé ; Tuberculose généralisée térébrante et constamment mor- 
telle ; iésions intenses du poumon et peu marquées du foie et de la 
rate. Aliérations rénales consistant en embolies de BK & siége glomé- 
rulaire et, plus rarement, en abcés bacilliféres localisés au niveau de la 
région papillaire. 

3° Taux bacillaire : 


#) Bolion.i| i. nude dee thts vie aan evap MTT 
Pei ner ot ae 
el Rates| poeg ane a Ya) Sen Ne eat 
a) Fein, col tate deed iene aiaiallie WO Mea mt Wy 


Résumé : Bacillose trés accusée du poumon ; lésions bacilliféres assez 


pauvres en BK du foie et de la rate ; présence de bacilles acido-résistants 
dans le rein. 


B. Souris TRAITEES : 

1° Mortalité (entre vingt-trois et trente-sept jours) : 25 p. 100. Survie 
le trente-huititme jour: 75 p. 100. Les décés des souris traitées 
(25 p. 100) ne sont pas dus a une infection tuberculeuse, mais 4 une 
contamination par un virus dont la nature reste A préciser. 
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2° Lésions microscopiques : 


©) JOON. Te) el Te an 366m 0 HOD Os SIN 
A Ofibie wae) la e ie ce ates Sees Oma 00 
(Ore etibw seeatern ete eRe ete ket SOND aOO 

ewRaie: Wily PER OLR cig sts eG rs eek Fe OOM Dae hOO 
BON SESS ee ao eee ee ee eee 95 p. 109 
NMRA Ee 0a mde gi eae eee Fs 0a Seatac 100 p. 100 


Résumé : Allérations de trés faible intensité dans tous les organes. 
Intégrité du poumon oscillant entre 4/5 et 5/5 (1) dans la grande majo- 
rité des cas. 

3° Taux bacillaire : 


. 1 Mice RT cee Cap ee Re eT Se 25 p. 100 
oe ene 6 ek to a 73 p. 100 
st Baldi tes) th sacle, Lae MeEety Ci dries: 65 p. 100 
DIOL et brian tht oe. We Ay, Ot He tS 35 p. 100 
oe Meee tN Peer 15 p. 100 

SEL 2s Waverceeliit ws wed Aly s 85 p. 100 
Ny UST ne ea A cE yO Cale nn eae 100 p. 100 


Résumé : L’ensemble de ces résultats montre que du point de vue 
aussi bien bacillaire que lésionnel, le poumon, ainsi que le foie et la 
rate n’offrent que des altérations légéres, caractérisées par une bacillose 
des plus faible. Dans une proportion de 25 p. 100 des cas, le tissu 
pulmonaire se révéle totalement exempt de BK décelables microscopi- 
quement et, souvent, chez d’aulres sujets, on nen constate qu’un ou 
deux dans l’ensemble de la préparation. En général, l’activité fonc- 
tionnelle du tissu pulmonaire est respectée. Rein non _ bacillifére. 

Conciusions. — L’isonicotinhydrazide posséde des propriétés anti- 
bacillaires de tout premier ordre. Ses effets se traduisent par la survie 
prolongée des souris traitées, par la légéreté des altérations observées 
(souvent méme totalement absentes) et par la paucibacillose, voire 
méme la stérilité bacillaire microscopique intégrale du poumon, du 
foie, de la rate et du rein. Son mécanisme d’action semble dissemblable 
de celui de la streptomycine. Des problémes, tels ceux du dosage des 
effets antituberculeux, de la création de mutants de BK résistants, de 
Vactivité comparée de VINH et de la streptomycine ou du 469, sont en 
cours d’étude (2). 


(1) Le, chiffre placé & gauche du trait représente la surface pulmonaire 
restée indemne, par rapport & l’ensemble de cette surface, représenté par 
le chiffre 5. 

(2), Dans une note, encore sous presse, présentée & la Société de Biologie 
(séance du 2 mars 1952), Rist et Grumbach étudient le méme probléme. 
Leurs résultats sont apparemment conformes aux ndétres, si l’on en juge 
d@aprés l’analyse du travail en question parue dans La Presse Médicale. 
Notre seconde note a été présentée A la séance du 26 mai 1952 de l’Aca- 
démie des Sciences (sous presse). 
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ACTION /W V/TRO DE L’HYDRAZIDE 
DE L’ACIDE ISONICOTINIQUE SEUL ET COMBINE 
AVEC D'AUTRES PRODUITS 


par Mv AITOFF. 


(Laboratoires Debat, Garches.) 


L’hydrazide de l’acide isonicotinique, dont ‘laction tuberculicide 
extraordinaire nous a été malheureusement révélée d’une maniére 
assez tapageuse par la grande presse avant tout autre renseignement 
scientifique, a naturellement suscité l’intérét de tout le monde médical, 
aussi bien dans les cliniques que dans les laboratoires. 

Il] se présente sous l’aspect d’une poudre blanche, cristalline, trés 
soluble dans l’eau a froid. La solution incolore et limpide donne un 
pH = 6,8 a1 p. 100 ; elle ne précipite pas avec les bouillons de culture. 
Toutes ces propriétés présentent des conditions parfaites pour 1’expé- 
rimentation in vitro. 

Les premiers résultats ont montré que « l’éventail » d’action de 
Vhydrazide isonicotinique est trés restreint : le staphylocoque doré 
pousse normalement, comme le témoin, dans une solution a 0,2 p. 100: 
l’Escherichia coli est un peu plus sensible et est tué a cette dilution, 
mais donne une culture malingre avec formes atypiques géantes dans 
une solution 4 0,1 p. 100. Il faut une concentration cing fois plus grande 
pour arréter le développement de l’Aspergillus niger et du Penicillium 
notatum. 

Par contre, l’action in vilro sur le bacille tuberculeux, souche 
humaine virulente H37RV, est véritablement surprenanie. 

Je me suis servi du milieu de Dubos liquide, additionné d’une petite 
quantité (1/5000) de Tween 80, dans lequel le bacille de Koch donne 
une culture absolument homogéne, dont l’opacité est tres facile a 
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apprécier. La difficulté dans la préparation de ce milieu est la fraction V 
du sérum. Ici, je dois me louer de 1’aide précieuse de M"° Salas, grace 
a laquelle nous sommes arrivées & la préparer nous-mémes au labora- 
toire, au lieu de la faire venir des Etats-Unis. Le précipité colloidal est 
coagulé par un exces de chloroforme qui lui-méme s’évapore pendant 
les quelques jours ou les tubes non capuchonnés sont laissés A l’étuve. 

Un autre ennui a été la quantité relativement considérable de tubes 
contaminés. En effet, la répartition & 4 cm? de milieu par tube, aprés 
filtration, malgré toutes les précautions prises, donne lieu A des conta- 
minations fréquentes. J’ai pris le parti de tyndalliser le milieu aprés 
la filtration, ce qui nous a mis a l’abri de ces contaminations acciden- 
telles. Les ensemencements faits parallélement en milieu tyndallisé et 
non tyndallisé ont montré des cultures absolument identiques. La tyn- 
dallisation a de plus l’avantage de faire disparaitre toute trace de chlo- 
roforme. 

Dans une premiére expérience, j’ai poussé les dilutions jusqu’a 10—, 
mettant l’hydrazide isonicotinique A égalité avec la streptomycine. Au 
bout de cinq jours, seuls les témoins avaient poussé, tous les autres 
tubes étaient restés clairs comme de l’eau de roche. Encouragée par ce 
premier résultat, je refis aussit6t, le 10 mars, une seconde expérience, 
en pousant les dilutions du produit jusqu’a 10—8, soit 1/100 000 000 
(tableau I). 

TasBLeAu I. — Action de INH sor le BK. 


7 JouRS | 10 sours|44 Jours | 17 jours | 21 Jouns| 25 s0uRS 

17 mars 20 mars | 24 mars 27 mars | 31 mars 4 avril 

i. 4 cm’ Dubos a 4 pg INH 2 = = = ra one 
2. 4 cm? Dubos a 2 pg INH = — = “= == pac Berea 
3. 4 cm? Dubos a 1 wg INH = — ax = = 1 oe eae 
4. 4 cm3 Dubos @ 0,5 pg INH.| 2 -- — — = te ap eae 
4 cm’ Dubos a 0,4 wg INH.| 2 — — = =<! a8 os 
6. 4 cm Dubos 4 0,2 wg INH.| — — = = S= +4++ | +44++ 
7. 4 cm? Dubos a 0,4 pg INH.| = = — + et) | ies Peat ea 
8 4 cm? Dubos a 0,05 pg INH.} = — _ - + ++++|] ++4+++4+ 
%. 4 cm® Dubos 40,04 wg INH.] & —_ — ++ |4+4+4++]++++] +4+4++ 
0. 4 cm? Dubos a 0,02 pg INH.| 3 — 28 jedled | gosh e eae aa | aloe Lak 
i. 4 cm? Dubos a 0,01 pg INH.| <2 Ste et [fille ef lates Ieee ah || ate ct ek, 
24cm? Dubos 80 pg INH .| 3} ++ |4+4++4+)++4+4+/4+4+4+4+/4+444] +4+4++ 
2. 4 ém? Dubos 4 0 wg INH .| 2] ++ |4+4+4+4+)/+444/4+444+/4+444] +444 
4. 4 cm? Dubos & 0 pg INH Bees nee ee eos ag mci | ats eer ames et 


—, pas de culture; +, culture 4 peine perceptible; +, culture trés faible; ++, culture faible; +++, 


ulture nette; +-++-+, culture abondante. 


En examinant ce tableau on voit que le pouvoir inhibitif de |’hydra- 
zide isonicotinique est beaucoup plus considérable que son pouvoir 
bactéricide. En effet, au bout de sept jours, le tube 10, contenant la 
dose infime de 1/50 000000, est clair; trois jours plus tard, une 
culture A peine perceptible était apparue dans ce tube et c’est le tube 
précédent, le tube 9, contenant 1/25 000000 de produit, qui était 
limpide. Quatorze jours aprés le début de l’expérience, le tube 9 pré- 
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sentait une culture appréciable ect Vinhibition s’arrétait au_ tube 8 
(1/20 000 000). Dans les jours qui suivirent la culture apparaissait de 
plus en plus nette dans les tubes successifs pour s’arréter au bout de 
trois semaines au tube 3, dilution 10—-® ou 1 pg au centimetre cube ; 
vingt-cinq jours apres, les 3 derniers tubes clairs avaient aussi légd- 
rement poussé, ramenant ainsi l’activité de Vhydrazide a moins de 
4 wg au centimetre cube. 

Si j’avais arrété mon expérience aprés sept jours d’étuve, alors que 
les témoins avaient nettement poussé, j’aurais constaté un pouvoir 
bactériostatique trés considérable, se chiffrant par la dose infime de 
0,02. Or, ce chiffre correspond seulement au pouvoir inhibitif du nou- 
veau produit, et non da son pouvoir bactéricide. 

Aussi ai-je prolongé la durée de mes expériences suivantes jusqu’a 
un mois, alors que le contenu des différents tubes ne variait plus. 

L’étude de la synergie de différentes substances tuberculicides pour 
augmenter leur action respective sur le bacille de Koch m’a amenée 
4 faire depuis plus de deux ans toute une série d’expériences, en 
mélangeant d’une part la streptomycine aux différentes thiosemi- 
carbazones de synthése, d’autre part l’acide para-aminosalicylique 
(PAS) avec différentes quinones, et en particulier avec la vitamine K. 

Les résultats obtenus ont montré pour certains ‘produits une 
synergie trés nette que je communiquerai ultérieurement. J’eus tout 
naturellement l’idée d’associer l’hydrazide isonicotinique au PAS. 

Dans ces sorles d’expériences on peut procéder de deux facons dil- 
férentes. 

1° On peut associer une dose fixe insuffisante de l’un des produits 
i une dose variable, également au-dessous de la dose inhibitive de 
Vautre, en déterminant Ja dilution limite dans laquelle il y a arrét 
complet de développement microbien ou inhibition nette de la culture 
comparativement & celle obtenue dans chacune des deux substances 
prises séparément. 

2° Ou bien on peut mélanger dans des proportions variables les 
deux produits et s’en servir comme d’une solution mére qu’on dilue 
en comparant les résultats obtenus avec ceux qu’on obtient pour 
chacune d’entre elles, prise séparément. 

Il faut évidemment pour chaque expérience faire la série de dilu- 
tions de chacun des produits, pris isolément, et ensemencer tous les 
tubes avec la méme souche et la méme pipette. 

Je me suis servi de la seconde méthode en associant 1INH au PAS 
dans les proportions de: 1/25, 1/50, 1/100, 1/200 et 1/300. 

Ces expériences ont toutes, sans exception, démontré une synergie 
lrés nette et trés importante de ces deux substances. 

Contrairement 4 ce qu’on pouvait supposer, ce n’est pas la propor- 
tion dans laquelle la quantité de Vhydrazide était la plus élevée, 1/25, 
qui a donné les meilleurs résultats. 

En association avec le PAS on obtient les chiffres suivants (voir 
tableau II) : 

La meilleure combinaison des deux substances serait donc 1 d’hydra- 
zide isonicotinique pour 100 de PAS (voir tableau III). : 

Si lon examine attentivement ce tableau en le comparant au 
tableau I, on voit qu’d partir du dixisme jour la stabilisation est 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


433 


TaBLeau II. 


PROPORTION DES MELANGES 


iS 2g cae ae aR. SE PGA es 
MEO te kee Sets ee en ee te ae 
dee) OSE AE Sy Te ee oe ee SS 

(C'S PDS. cet Bere an ees ere 
BL oh 0 0 dace co ince gpa ae 


INHIBITIONS STABLES APRES 4 MOIS D’ETUVE 


0,4 wg d’hydrazide. 10 wg PAS. 
0,4 wy dhydrazide. 5 pg PAS. 
0,005 pg d’ hydrazide. 0,5 ug PAS 
0,05 pg d’ hydrazide. 10 pg PAS. 
0,02 wg dhydrazide. 6 ug PAS. 


atteinte et ne change plus jusqu’au trentiéme jour, lorsque 1l’expé- 
rience peut étre considérée comme terminée. 

De plus le repiquage du tube 5, dernier tube clair, reste stérile, ce 
qui tendrait & prouver que l’on a affaire A une véritable action bacté- 


TaBBEAU Ill. — Effet synergique de INH avec le PAS 
sur le BK (proportion 4 : 100), 


JOURS 
24 mars 
10 JouRS 
27 mars 
14 jours 
31 mars 


vf 


cm? Dubos a 
0,05 pg INH et 
BE IDS op 
cm? Dubos a 
0,025 ve INH 
Ct 2.5 PAS 
cm’ Dubos a 
0,02 ug INH et 
2ugPAS... 
cm3 Dubos a 
0,01 ug INH et 
AR ORBAS pe) 
em? Dubos A 
0,005 ug INH 
et 0,5 ug PAS 
cm? Dubos a 
0,0025 ug INH 
et 0,25 ug PAS. 
cm? Dubos a 
0,002 ug INH 
et 0,2 ug PAS 
cm? Dubos a 
0,001 pg INI 
et 0,4 ug PAS. 
cm? Dubos 

cm? Dubos 

em? Dubos 


— 


a) 


I goutte de culture de 10 jours en Dubos. 


+ 
+44 
+44 
+++ 


i) 
SS 


+ 
+ 
he 


18 JouRS 
4 avril 
24 jours 
7 avril 
23 JOURS 
9 avril 
29 JOURS 
15 avril 


+ 


++ 


eee 
+444 
+4+4++ 
4++4++ 


ricide. La dilution de PAS dans ce tube est de 1/2 000 000, quantité 
dix a vingt fois inférieure A la dose bactéricide de ce produit seul 


in vitro. 


16 avril 


30 JOURS 
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La dilution de hydrazide isonicotinique est de 1/200 000 0000, dose 
dix et vingt fois inférieure 4 la dose bactériostatique et plus de cent 
fois inférieure 4 la dose bactéricide. 


Résumé. — L’hydrazide isonicotinique agit in vilro d’une maniére 
trés énergique sur le bacille tuberculeux, puisqu’au bout de dix jours 
la culture est inhibée 4 10—8. Pourtant cette action doit étre considérée 
comme bactériostatique seulement puisque, dans les jours qui suivent, 
la culture se développe 4 des dilutions moindres et au bout d’un mois 
le microbe cultive 4 des taux inférieurs 4 10—®. 

L’association avec le PAS produit un effet synergique trés net, sur- 
tout dans les proportions de 1 partie d’hydrazide isonicotinique pour 
100 parties de PAS. 

1:2000000 de PAS associé A 1 : 200000 000 d’hydrazide isonicoti- 
nique produit un effet bactéricide. 


DISSOCIATION DES POUVOIRS BACTERIOSTATIQUE 
ET BACTERICIDE 
DE L’HYDRAZIDE ISONICOTINIQUE /M V/TRO 


par Fernanp TISON. 


(Sanatorium de Praz-Coutant.) 


In étudiant laction de la streptomycine sur le bacille de Koch in 
vitro par la culture [4] et par le noircissement du tellurite de potas- 
sium [2], nous avions montré que les doses hactériostatiques, méme 
multipliées par 1000, n’étaient pas bactéricides. 

Par une expérience calquée sur les précédentes, nous avons étudié 
l’action de l’hydrazine de l’acide isonicotinique (H.I.N.). Nous avions 
constaté récemment [8] que les doses hbactériostatiques étaient plus 
de dix fois plus faibles que pour la streptomycine. Alors que Fust [4] 
espére une action bactéricide in vitro chez l’animal, parce que les 
souris n’ont pas rechuté aprés une cessation de traitement de vingt 
et un jours, Steeken et Wollinsky [5] ont montré que la rechute 
peut survenir dix semaines plus tard. 

Nous avons réalisé des dilutions de H.I.N. de 9 concentrations diffé- 
rentes. La plus faible (0,1 microgramme par centimétre cube) était la 
dose bactériostatique [3]. La plus forte (1000 microgrammes par centi- 
métre cube) était dix mille fois la dose bactériostatique. 

Des émulsions de bacilles tuberculeux vivants ont été portées dans 
10 cm*® de ces solutions et agitées fréquemment. Des prélévements 
ont été faits aprés vingt-quatre heures, quarante-huit heures et une 
semaine de contact. 

Ces prélévements ont été lavés par centrifugation. 

Une partie était mise en culture sur deux tubes de Léwenstein- 
Jensen. 
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L’autre partie était inoculée au cobaye. Ce qui représente 27 cultures 
el 27 inoculations. 


RésuLtats. — 1° Végétabilité. — Apres vingt-quatre heures de 
contact, toutes les cultures ont poussé en dix jours. 

Aprés  quarante-huit heures, les concentrations supérieures a 
50 microgrammes avaient arrété la végétabilité. 

Aprés une semaine, aucune culture n’a poussé. 


CONCENTRATION 
(microgrammes. par centimétre cube) 


5 | 50 | 100 | 500 | 1 000 


sur milieu 
de Jensen. 


48 heures de contact 
Une semaine de contact. 


24 heures de contact . = + Culture 
0 
0 


2° Virulence. — Méme aprés une semaine de contact avec la solu- 
tion & 1 mg par centimétre cube, les bacilles avaient conservé leur 
virulence vis-a-vis du cobaye. Les animaux ont alors été aussi rapide- 
ment tuberculisés que les animaux témoins. 

3° Morphologie. — Des colorations de Fontés ont été pratiquées sur 
chaque échantillon. La morphologie n’était pas altérée. Peut-étre aurait- 
il fallu, comme Ruziczka [6], le microscope électronique pour consta- 
ter des altérations. 


ConcLusion. — Question de concentration mise a part, l’action de 
VH.I.N. in vitro se montre a ce point de vue assez comparable a celle 
de la streptomycine. La dose bactériostatique peut aprés une semaine 
altérer la végétabilité du bacille de Koch. 

Une dose 10000 fois supérieure 4 la concentration bactériostatique 
peut étre tolérée vingt-quatre heures sans altérer la végétabilité. 

La méme dose peut étre tolérée sept jours sans altérer la virulence 
pour le cobaye. 
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INFLUENCE DES ENZYMES PROTEOLYTIQUES 
SUR L'AGGLUTINABILITE DES GLOBULES ROUGES 
PAR LES VIRUS 


par A. EYQUEM, C. HANNOUN et G. CATEIGNE. 


(Institut Pasteur. 
Service de M. Dusarnric DE LA Rivikre.) 


On sait que les globules rouges qui ont été soumis a l’action de 
certains enzymes présentent des propriétés intéressantes pour le séro- 
logiste. Ainsi, les globules rouges traités par l’enzyme R.D.E., sécrété 
par Vibrio cholerae ou Welchia perfringens, permettent de révéler 
l’existence d’une agglutinine « t » responsable du phénoméne de 
pan-agglutination de Thomsen et Friedenreich (atteignant un titre 
élevé chez certains malades atteints de pneumonie atypique 4 virus). 

Les globules rouges traités par un enzyme protéolytique permettent 
de révéler l’existence de certains anticorps actifs sous forme incom- 
pléte. Ainsi, les iso-agglutinines incomplétes de type anti-Rh qui se 
fixent sur les globules rouges Rh positifs normaux sans les agglutiner, 
lorsqu’ils sont en suspension dans de |l’eau physiologique, peuvent 
provoquer l’agglutination si ces globules rouges ont été traités, au 
préalable, par un enzyme protéolytique. Cependant, tous les iso-immun- 
anticorps actifs sous forme incompléte ne sont pas révélables a l’aide 
de cette méthode. Ainsi, les agglutinines anti-Duffy (Fy@), mettant en 
évidence l’antigéne du groupe sanguin humain Duffy (Fy@), ne sont 
pas révélables sous forme incompléte ad l’aide de cette technique. Les 
globules rouges Duffy positifs traités par l’enzyme protéolylique n’ab- 
sorbent pas l’agglutinine anti-Fya incompléte. On sait, depuis les tra- 
vaux de Hirst et de Burnet, que les virus du groupe grippe-maladie 
de Newcastle-oreillons se fixent sur les globules rouges sur un récep- 
teur particulier qui présente certaines corrélations avec l’antigéne T 
responsable du phénoméne de Thomsen. 

Cependant, certaines souches de virus de ce groupe présentent cer- 
taines anomalies sérologiques (souche C Taylor). 

I] pouvait étre intéressant de tenter d’établir une corrélation pos- 
sible entre les récepteurs sur lesquels se fixent les virus et les anti- 
genes de groupes sanguins. 

Ainsi, nous avons examiné l’agglutinabilité des globules rouges nor- 
maux et traités par un enzyme protéolytique, par des suspensions de 
virus provenant de 8 souches : grippe A (PR8), grippe A’ (D4 et 
Paris 1951), B (Lee et QUI), N. DV, oreillons (Paris 3/1950) et erippe 
porcine. 

Nous avons constaté que, pour les souches de virus grippaux PR8, 


D48, QUI, B Lee, le virus de Newcastle, le virus des oreillons 
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Paris 3/1950 et une souche de grippe porcine, il n’y avait pas de diffé- 
rence notable dans l’agglutinabilité des globules rouges humains 
normaux ou traités. 

Mais une souche de virus de grippe du groupe A’ (Paris 1951), pré- 
septant un titre agglutinant de 1/2560 vis-a-vis des globules rouges 
normaux, se révélait incapable d’agglutiner les globules rouges, pro- 
venant du méme individu, traités par un enzyme protéolytique. 

Les globules rouges utilisés au cours de cette premiére expérience 
provenaient d’un donneur possédant les antigénes de groupes san- 
guins O, MN, Rh positif (CDce), K ou k, Fya. Ces globules rouges 
avaient été traités par de la papaine purifiée pendant une heure & 87°. 

_ Au cours d’une deuxiéme expérience, nous avons constaté que la 

modification du comportement des globules rouges était progressive 
ef que lagglutinabilité des globules rouges normaux, qui était de 
1/256, passait a 1/32 apres quinze minutes d’action de l’enzyme et 
1/8 aprés soixante minutes, lorsque ces globules rouges étaient mis 
en contact avec une suspension de virus grippal Paris 1951. Des globules 
rouges, traités dans les mémes conditions, présentaient une légére 
augmentation de leur agglutinabilité par le virus PR8. 

L’examen du comportement des globules rouges de différents don- 
neurs de sang possédant des mosaiques d’antigénes différentes nous 
a mentré que tous les individus du groupe O, par exemple, ne pré- 
sentaient pas le méme comportement vis-a-vis du virus A’ Paris 1951. 
Chez certains de ces sujets, les globules rouges traités par un enzyme 
protéolylique présentaient une agglutinabilité égale a celle des glo- 
bules rouges normaux. Chez d’autres, au contraire, on retrouvait le 
phénoméne que nous avons signalé. 

Jusqu’a maintenant, il n’a pas été possible d’établir de corrélation 
entre ce phénoméne et les antigénes de groupes sanguins suivants : 
A,, A,, B, AB, O, M et N, P, Rh (CDE, cde), Kell, Lutheran. 

Cependant, il n’est pas encore possible d’exclure l’existence d’une 
corrélation entre la présence de l’antigéne Duffy Fya et ce phéno- 
mene. 

Connaissant le comportement particulier des globules rouges pro- 
venant de sujets atteints de maladie de Marchiafava-Micheli ou hémo- 
globinurie paroxystique, nous avons étudié l’agglutinabilité de ces 
globules rouges normaux et traités par les souches de virus dont nous 
disposons. On sait, en effet, que les globules rouges de ces malades 
permettent de mettre en évidence des agglutinines ou des hémolysines 
qu’il n’est pas possible de révéler autrement. 

Ces gicbules rouges, obtenus grace A l’amabilité de M. Bousser, 
provenaient de malade O Rh positif et nous ont permis de mettre 
en évidence le phénoméne de disparition d’agglutinabilité 4 Vaide de 
la souche A’ Paris 1951. Ces globules rouges présentaient avec les 
autres virus le méme titre lorsqu’ils étaient traités ou utilisés sans 
traitement par enzyme protéolytique. Cependant, l’agglutinabilité est 
légérement supérieure lorsque les giobules rouges traités sont utilisés 
pour le titrage de suspension de virus ourlien. 

Il est nécessaire d’étudier les corrélations existant entre ce phéno- 
méne et la présence de l’antigeéne de groupe sanguin Duffy sur un 
beaucoup p'us grand nombre de donneurs et, d’autre part, d’éludier 
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le comportement des globules rouges d’animaux possédant certains 
antigénes de groupes sanguins ; ceci nous permettra une connaissance 
plus intime des corrélations existant entre les récepteurs globulaires. 
sensibles au virus et les antigénes érythrocytaires. 


UN DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL D'EXCEPTION 
MALLEOMYCES PSEUDO-MALLEI 
ET BACILLUS LATEROSPORUS 


par E. R. BRYGOO, 


(Institut Pasteur de Saigon.) 


Dans les pays du Sud-Est asiatique, ou la mélioidose est endémique,. 
lorsqu’apparait dans un ballon d’hémoculture un _ bacille mobile, 
Gram-négatif, donnant un voile A la surface du milieu, l’on doit 
penser & un bacille de Whitmore, et lorsque le portoir d’identification 
aura montré des caractéres culturaux et biochimiques comparables 
& ceux de Malleomyces pseudo-mallei, les présomptions en faveur de 
ce germe seront si grandes que l’on.sera souvent tenté de donner 
immédiatement au clinicien une réponse formelle. Cependant il serait 
imprudent de le faire avant un essai de virulence sur l|’animal. Déja, 
en 1948, Capponi [4], dans une note sur le diagnostic bactériologique 
de la mélioidose, insistait sur le fait que seule l’inoculation au cobaye: 
permet de l’affirmer. Le cas suivant en est un exemple. 

Au cinguiéme jour d’une hémoculture, un voile apparait sur le 
milieu ; il se révéle, a l’examen direct, comme formé de _ bacilles 
mobiles, Gram-négatifs. L’isolement sur gélose donne des colonies 
blanches, séches, se plissant rapidement ; en quarante-huit heures, 
elles prennent un reflet métallique A la partie inférieure des tubes 
de gélose. Sur tous les milieux liquides il se forme, en deux jours, 
un voile net qui se plisse et remonte de 1 4 2 mm le long des parois ; 
glucose, maltose et mannite sont lentement acidifiés, le rouge neutre 
est réduit, la partie supérieure du lait est peptonisée, le sérum coagulé 
digéré. Ce portoir est si caractéristique du bacille de Whitmore que 
plusieurs techniciens de notre entourage, connaissant bien ce germe, 
s'y trompent. Les seuls éléments légérement discordants sont l’absence 
d’odeur des cultures et l’aspect des colonies sur gélose qui, malgré 
leurs rides, sont trés plates ; mais devant l’abondance des caractéres 
positifs, ces deux signes ne suffisent pas A infirmer l’identification ni 
méme 4a faire envisager un diagnostic différentiel. 

Comme d’habitude, cependant, avant d’affirmer le diagnostic de 
bacille de Whitmore, un cobaye est inoculé par voie sous-cutanée dés 
le lendemain de l’isolement. Cing jours aprés, il ne présente aucun 
symptéme, le germe est alors repris et étudié plus attentivement. Dans 
les cultures les plus anciennes on voit A ce moment de trés nom- 
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breuses spores déformant d’une maniére si particulitre le corps bacté- 
rien que le diagnostic de Bacillus laterosporus Laubach 1916 peut étre 
porté sans autre investigation. Ce germe, selon le manuel de Bergey, 
a pour habitat, le sol, l’eau, les poussiéres, aussi doit-on le considérer 
dans ce cas comme provenant d’une souillure accidentelle. Selon la 
la méme source, il serait largement répandu ; ce n’est certes pas 
cependant un germe habituel de souillure, du moins dans les condi- 
tions locales. 

En 1950, 22 souches de bacilles mésophiles sporulés, provenant du 
milieu extérieur, ont été étudiées 4 l'Institut Pasteur de Saigon par 
P. de Lajudie [2] ; aucune d’entre elles n’appartenait a l’espéce B. late- 
rosporus. Nous n’avions nous-méme jamais rencontré ce germe, ni 
trouvé mention de son existence dans les archives du laboratoire. 

Seules les conditions particuliéres de son isolement ont pu, un 
moment, faire envisager le diagnostic de bacille de Whitmore pour un 
germe qui en différe par tant de caractéres ; il n’y a en effet aucune 
difficulté réelle de diagnostic lorsque les circonstances n’aiguillent pas 
Vesprit vers la recherche d’un germe pathogéne. 

Il a paru intéressant de relater ce cas de contamination accidentelle 
aussi curieux par sa rareté que par le probléme de pratique qu’il 
a posé. 
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ETUDE D'UNE ESPECE NOUVELLE 
DU GENRE ZUBERELLA : Z. GONSTELLATA nn. 5p. 


par M. MARTRES, E. R. BRYGOO et H. THOUVENOT. 


(Service des Anaérobies. Instituts Pasteur de Paris et Saigon.) 


Dans le pus d’une dacryocystite, prélevé chez un Vietnamien (1) et 
survenu aprés un phlegmon du sac lacrymal, l’examen direct mon- 
trait de nombreux polynucléaires et d’abondants batonnets Gram- 
négatifs ne croissant pas en aérobiose. Leur ensemencement en milieu 
anaérobie, additionné de sérum ou d’extrait globulaire, a donné une 
culture pure d’un anaérobie strict répondant 4 une espéce nouvelle 
dont voici la description : 

Morphologie : Batonnet initialement polymorphe qui, aprés culture 
en série, devient droit, court, fin, isolé ou en trés courtes chainettes 
de 2 ou 8 éléments. Longueur, 1,8  ; largeur, 0,5 uw. Ni spore, ni 


(1) Par le Dt d’Haussy, que nous remercions trés vivement pour l’envoi 
de ce matériel. Ce malade hospitalisé 4 l’Hépital militaire Coste, a Saigon, 
a guéri aprés incision du phlegmon. 
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capsule ; Gram-négatif ; mobilité trés nette en rotation giratoire. 
Ciliature inconnue. ‘ ; 

Physiologie ; Anaérobie strict, thermorésistance nulle, longévité tres 
faible (huit A dix jours), pouvoir réducteur élevé (safranine et rouge 
neutre réduits), sérophilie obligatoire ; le sérum peut étre remplacé 
par l’extrait globulaire. 

Cultures ; Légerement gazogénes et inodores. 

Gélose profonde + sérum:; Petites colonies punctiformes, d’appari- 
tion lente, qui, apres huit jours d’étuve, atteignent 1 4 2 mm de 
diamétre et apparaissent constituées d’un centre opaque, lenticulaire, 
entouré d’une constellation de minuscules colonies. Que!ques bulles 
de gaz. f 

Eau peptonée + sérum : Léger trouble. 

Bouillon VF glucosé + sérum: Trouble et dépot. 

Gélatine + sérum : Non liquéfiée. 

Lait + sérum: Coagulation lente (trois semaines) et partielle, avec 
hydrolyse des lipides. 

Protéines coagulées : Non attaquées. 

Glucides : Glucose maltose et amidon fortement fermentés. 

Lévulose, galactose, saccharose, lactose et glycérine faiblement fer. 
menteés. 

Caractéres biochimiques : Les nitrates sont réduits en nitriles en 
présence de tous les glucides fermentés. Les sulfites ne sont pas réduits 
en sulfures. La fermentation du bouillon VF glucosé 4 1 p. 100 abaisse 
en huit jours le pH a 4. L’acidité volatile totale atteint & ce moment 
0,588 g par litre. Elle est constituée par de l’acide acétique pur. Pas 
d’acide fixe. L’ammoniac titre 0,186 g par litre. Les autres corps 
détectés sont: SH,, aldéhydes, cétones et éthanol. La recherche de 
luréase est restée négative. 

Pouvoir pathogéne ; Les cultures ne sont pas pathogenes pour les 
animaux d’expérience. Il n’y a pas de toxine dans ces cultures. Toute- 
fois les cultures totales provoquent l’hémopeptolyse des globules 
rouges de mouton, alors que les filtrats ne sont ni hémolytiques, ni 
hémopeptiques. 

Position dans la systématique : Batonnet Gram-négatif asporulé, non 
capsulé et mobile, cette espeéce appartient au genre Zuberella Prévot. 

A Vintérieur de ce genre, elle fait partie du groupe des espéces 
gazogenes [4]. Elle se distingue facilement de : 

Z. serpens, qui est morphologiquement trés différent et liquéfie la 
eélatine, colonies lenticulaires ; 

Z. clostridiiformis, qui est effilé aux extrémités et ne coagule pas le 
lait, colonies lenticulaires ; 


7, 

Z. aquatilis, long, filamenteux, lait non coagulé ; absence de culture 
en gélose profonde. 

Elle se rapproche au contraire de deux autres especes dont clle 
semble assez voisine : Z. nova et Z. proeacuta. Elle en differe cepen- 
dant par sa mobilité spéciale (giratoire), par ses colonies constellées, 
sa sérophilie obligatoire, la coagulation lente du lait et la non-liqué- 


faction de la gélatine, la réduction des nitrates et le type fermentaire 
acétique pur. 
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I] s’agit done bien d’une espéce nouve'le pour laquelle nous propo- 
sons le nom de Zuberella constellata en raison de ses colonies cons- 
tellées. 
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PRESENCE AU MAROC D'UNE INFECTION PORCINE 
EPIZOOTIQUE DU TYPE DES PNEUMONIES A VIRUS 


par L. PLACIDI. 


(Rabal.) 


Une grave épizootie porcine, sévissant depuis trois mois et demi au 
Maroc, nous a permis de mettre en évidence un ultra-virus qui, par 
son tropisme purement pulmonaire, se différencie nettement du virus 
pestique et parait devoir étre rattaché 4 un des virus en cause dans le 
groupe spécial des viroses « pneumonie a virus ». 

Il nous a semblé intéressant de rapporter dés maintenant les éléments 
essentiels de nos observations et recherches. 

L’apparition de la maladie semble coincider avec des variations 
météorologiques. D’autre part, l’affection s’est déclarée presque en 
méme temps dans 3 foyers éloignés l’un de l’autre et sans qu’aucun 
rapport puisse étre établi entre eux. 

L’allure trés contagieuse de la maladie, qui a provoqué 1|’extermina- 
lion de plusieurs élevages, et qui alteint les adultes autant que les 
jeunes, a fait poser, dés l’origine, le diagnostic de peste porcine, bien 
que l’évolution épidémiologique ait pu faire mettre en doute ce der- 
nier diagnostic. De plus, la maladie sévit sur des animaux vaccinés 
depuis peu contre la peste et en pleine période d’immunité ; la sérumi- 
sation massive spécifique, avec plusieurs sérums d’origine différente, 
est pratiquement dénuée d’efficacité. Les examens nécropsiques ne 
permettent d’observer aucune des lésions classiques de la peste, mais 
on trouve trés réguli¢rement, chez les animaux morts ou sacrifiés aprés 
un certain temps de maladie, une pneumonie ou pleuro-pneumonie, 
presque toujours compliquée dans les conditions naturelles d’une infec- 
tion microbienne, a flore variée, d’ot l’on peut isoler une Pasteurella 
qui, dans l’épizootie actuelle, se montre presque dépourvue de viru- 
lence pour les espéces autres que le pore. 

La gravité des lésions surajoutées est telle que l’on a pu observer, 
dans les cas d’évolution lente (de vingt & quarante jours), la nécrose 
lolale d’un poumon avec symphyse pleurale et pleurésie purulente, 
1) lVexclusion de toute autre lésion. 

Le fillrat de sang dilué sur bougie Chamberland L3 reproduit la 
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maladie sur des porcs neufs d’origine spécialement contrélée, si Von 
inocule une dose suffisante. Le filtrat de poummon donne le méme 
résultat, de méme que le sang ou le broyat de poumon débarrassé de 
germes par les antibiotiques (pénicilline, streptomycine). La courbe 
thermique, obtenue par l’inoculation expérimentale, présente quelques 
différences avec celle de la peste. La maladie expérimentale évolue sans 
l’adjonction de germes, et les lésions, pourtant spécifiquement pulmo- 
naires, peuvent étre 4 peine marquées. L’action des germes n'est pas 
douteuse dans 1l’évolution naturelle. Elle est peut-étre essentielle, 
comme semble le prouver l’action des antibiotiques, qui ont permis, 
expérimentalement, plusieurs cas de guérison. . 

D’autre part, 2 porcelets ont été contaminés par cohabitation. L’un 
des deux a été traité, depuis le début, par les antibiotiques ; l’autre 
n’a recu aucun traitement. Celui-ci est mort le premier, avec des 
lésions accentuées du poumon. L’animal traité a été sacrifié le dix- 
neuviéme jour. Les lésions, localisées comme toujours, 4 l’appareil res- 
piratoire, sont trés réduites. Le virus est présent dans le filtrat du 
broyat de poumon et reproduit la maladie. 

On constate, expérimentalement, que le sérum antisuipestique, de 
l'Institut Pasteur d’Alger, utilisé 4 haute dose (100 cm? pour un _por- 
celet de 30 kg), protége le porcelet contre l’inoculation, quarante-huit 
heures aprés, de 1 cm® de filtrat de sang. L’animal infecté présente 
une hyperthermie de 1°5 & 2°, pendant les cinq jours qui suivent 
Vinjection virulente. Mais un deuxiéme porcelet témoin, du méme 
poids et de la méme portée, ayant recu la méme dose de sérum normal 
de cheval, résiste également aprés avoir présenté toutefois une réaction 
générale trés violente et une hyperthermie de 1°5 A 2°, qui a persisté 
pendant huit jours. L’animal se reléve cependant le treiziéme jour et 
parait résister définitivement. On peut donc douter de l’action spéci- 
fique du sérum. Cependant, la question doit peut-étre se poser de la 
parenté immunologique de ce virus avec celui de la peste porcine. 

Il s’agit, en tout cas, d’un virus purement pneumotrope, A localisa- 
tion trés stricte, différent, de toute évidence, de celui de la peste 
porcine. Dans l’état actuel de nos recherches, nous ne pouvons pas 
exclure l’hypothése d’un virus nouveau, voisin de ceux décrits par 
Pullar (1949) en Australie, puis par Gulrajni et Beveridge, et enfin, 
tout récemment par A. O. Betts. 


NUMERATION DIRECTE DES BACTERIES 
par V. BONIFAS et E. NOVEL. 


(Unstitut d’Hygiéne. Université de Genéve 
et Laboratoire cantonal d’analyses bactériologiques.) 


La numération directe des bactéries contenues dans une suspension 
a fait l’objet de recherches déja fort anciennes qui ont abouti A J’uti- 
lisation de techniques plus ou moins faciles et rapides. Citons entre 
autres Eberle (1896) [2], Liebreich (1910) [4], Henriques (1923) [3] ; 


’ 


Amann (1911) [4] utilise l’éclairage 4 fond noir, qui lui permet d’effec- 
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Tuer une numération des germes de l’eau en une heure environ. 

Le principe de ces techniques consiste A disposer la suspension en 
couche mince entre un support de verre transparent optiquement plan 
et un couvercle en verre plan. Que le fond soit gravé ou que le réseau 
soit fourni par un dispositif approprié de l’oculaire du microscope, 
on compte les bactéries en fonction des surfaces élémentaires du 
réseau. Il existe un grand nombre de cellules ou chambres gravées : 
Thoma, Burker, Malassez, Agasse-Lafont, Hawksley, etc., dont la plu- 
part sont destinées 4 l’hématimétrie ; de telles cellules ont une pro- 
fondeur de 100 wu. La cellule de Hawksley, destinée aux numérations 
bactériologiques, est profonde de 20 y, mais la lame de verre dans 
laquelle elle est taillée est mince, donc fragile. 

Nous avons essayé de modifier les cellules hématimétres du com- 
merce et, grace aux bons soins d’une fabrique d’instruments de 
précision de la place, nous disposons de trois hématimétres modifiés 
a deux cellules qui sont profonds respectivement de 11, 16 et 16 u. 
Il est trés difficile de prévoir la profondeur qu’aura la cellule aprés 
le rodage, mais il est facile de la mesurer, avec une extréme exacti- 
tude, au niveau de chaque réseau. Ces derniers posséderont donc un 
coefficient propre par lequel on multipliera le nombre moyen de bac- 
téries comptées dans un carré élémentaire (1/400 mm?), pour trouver 
le nombre de bactéries par centimétre cube. Ce coefficient, pour une 
profondeur de 16 yw, par exemple, est de 2,5 x 10’. 

La numération, pour étre utile, ne doit exiger que cinq minutes 
environ. Il est nécessaire, pour cela, d’utiliser un microscope compor- 
tant un dispositif d’éclairage A contraste de phase, avec un objectif 
& sec grossissant quarante fois, et un oculaire, dix fois. Ces rapports 
permettent d’observer la profondeur presque totale de la couche liquide 
avec la méme mise au point de l’objectif. 

La valeur des nombres obtenus est exacte pour autant que l’on 
compte les bactéries contenues dans trois réseaux de 16 carrés élémen- 
taires, et que le nombre moyen de bactéries par carré ne soit pas infé- 
rieur 4 2,5. Si ce nombre est plus petit il faudra compter les bac- 
téries dans 100 carrés, ou, mieux encore, dans tout le réseau. Le 
nombre maximum de bactéries que l’on peut compter dans un carré 
ne dépasse guére 30, et encore ce nombre ne peut-il étre atteint que 
par un observateur exercé. Les concentrations qui permettent donc la 
numération directe sont comprises entre 2,5 et 75 x 107 bactéries par 
centimétre cube. II faut recourir a la dilution préalable pour faire le 
compte d’une suspension plus concentrée. 

Nous avons comparé les résultats de cette technique avec ceux de 
la dilution suivie de 1’étalement sur gélose : ceux de la numération 
directe sont plus exacts. Nous donnons comme exemple la courbe de 
croissance de E. coli B en bouillon tryptone Difco ; les numérations 
ont été faites toutes les vingt minutes, a raison d’une numération 
4 la cellule-hématimétre et de 4 étalements de la méme dilution sur 
gélose. La moyenne des 4 étalements recouvre le nombre trouvé par 
la numération directe (voir graphique). Nous avons fait figurer sur 
le graphique les résultats extremes de chaque série d’étalements sur 
gélose, pour donner une idée de l’écart entre les nombres individuels 
fournis par la méthode d’étalement. 
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La numération directe est applicable & de nombreuses mensurations. 
Elle a l’avantage de permettre l’estimation du nombre de bactéries 


Croissance de E£. coli B en bouillon. En abscisses, temps; en ordonnées, log. 
de la concentration bactérienne. +, numération directe; ©, compte des 
colonies. 


Période exponentielle de la croissance d’une culture de FE. coli, 
souche B, en bouillon tryptone Difco. 


MUMERATION DES COLONIES 
TEMPS 

NUMERATION 8 

en | - = = = i) 

direcle = = @ 2 2 3 
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a = a & é 5 
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contenues dans des amas ou des chainettes, si ces derniers ne sont p 


trop gros. Elle est presque indispensable pour établir des courbes de 
suryie ou de croissance. 


as 
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Nous pensons que n’importe quelle fabrique d’instruments de pré- 
cision qui travaille les surfaces de verre optiquement planes est capable 
de diminuer l’épaiseur des bandes d’appui d’une cellule hématimétre 
et de mesurer la différence de niveau entre ces derniéres et le plan 
du réseau. 
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LE PHAGOCYTE ELEMENT SELECTEUR DE TOXINES 


par L. DUCHON. 


(Laboratoire de Secteur de lHépital Trousseau.) 


Sur le graphique, présenté lors d’une précédente communication [4], 
les influences contraires d’une toxine et d’un lysat microbien sur 1’acti- 
vité bactéricide des phagocytes s’inscrivaient avec netteté. La recherche 
de la résultante de ces influences s’exercant simultanément nous 
a paru d’un certain intérét, tant du point de vue particulier de la 
défense antimicrobienne que du point de vue plus général du méca- 
nisme de |’infection. 


L’expérience a été réalisée dans deux conditions: in vitro ct 
in vivo, 
In vitro. — I. Si nous prenons pour élément d’expérimentation la 


toxine d’un pathogéne commun, le probleme se trouve compliqué par 
la possibilité de la présence d’une antitoxine sérique. Q’est le cas du 
streptocoque n° 1 de l’infection grippale, récemment étudié [2]. 

De ce fait, manipulons comme suit et suivant les conditions pres- 
crites antérieurement [3] : 

Préparons: a) une toxine microbienne (streptocoque n° 1 par 
exemple). 

b) Une suspension microbienne (Streptococcus hemolyticus & 1/50). 

c) Par sang, 12 tubes de 1 cm® de sang défibriné dont : 

3 tubes recoivent I goutte de la suspension microbienne (tubes 
témoins). 

3 tubes recoivent spécifiquement I goutte d’une dilution de lysat 
microbien (soit ici lysat de Streptococcus hemolyticus). 

3 tubes recoivent I goutte d’une dilution de la toxine du_strepto- 
coque n° l. 

3 tubes recoivent I goutte d’une dilution a la fois de toxine et lysat. 

Ces 8 dilutions se feront A un titre faible, 10—7 par exemple, et tou- 
jours dans les mémes conditions que précédemment, c’est-d-dire avec 
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la suspension microbienne utilisée. Ainsi, pratiquement, la méme 
quantité de microorganismes est, dans chaque tube, mise au contact 
des phagocytes soumis 4 des influences différentes. 

Les tubes sont portés a l’étuve, agités et ensemencés a la fin de la 
huitiéme heure. 

Observation. — a) L’examen des chiffres des richesses microbiennes 
des tubes a lysat, par rapport & ceux des tubes témoins, va nous per- 
mettre de sélectionner les sangs propres A l’observation. Il faut, 
évidemment, que les phagocytes d’un sang donné soient sensibles 
d action du lysat et qu’ils révélent une activité bactéricide nette sous 
son action. Nous ne retiendrons donc que les sangs dont les tubes 
A lysat donnent des richesses microbiennes inférieures a celles des 
témoins 

b) L’examen des résultats des tubes 4 toxine par rapport 4 ceux des 
tubes témoins va nous permettre une seconde sélection : nous 
ne retiendrons des sangs, primitivement sélectionnés, que ceux pour 
lesquels l’activité de la toxine n’est pas neutralisée par une antitoxine 
sérique, c’est-a-dire ceux qui, pour ces tubes a toxine, donnent des 
richesses microbiennes supérieures & celles des témoins. 

(On comprendra aisément que dans cette expérience les: sangs dont 
Vactivité bactéricide est perturbée par une cause quelconque autre 
que celle du lysat ou celle de l’action toxique ne sauraient rien révéler.) 

La sélection définitive, ainsi réalisée, représente donc des sangs 
dont la richesse microbienne des témoins se trouve inscrite nettement 
entre le chiffre des tubes & lysat moins élevé et celui des tubes 
a toxine plus élevé. 

Reportons-nous maintenant aux tubes lysat + toxine de chacun de 
ces sangs. 

Constatations : Non seulement toujours le chiffre trouvé est supé- 
rieur a celui des tubes a lysat, mais souvent a celui des témoins et 
assez souvent voisin de celui des tubes a toxine. 

Ainsi le phagocyte affirme une affinité nette pour la toxine. In vitro 
donc la présence d’une toxine exerce une action empéchante plus ou 
moins intense et parfois totale sur la fonction de défense provoquée 
par le lysat. 

Le phénoméne observé avec cette toxine du streptocoque n° 1 peut 
étre observé avec n’importe quelle autre toxine ; il en est méme cer- 
taines qui donnent des résultats plus expressifs que d’autres. C’est 1a 
d’ailleurs un phénoméne trés général observable quel que soit le 
produit toxique ainsi qu’il suit : 

II. Ayons recours cette fois 4 un antibiotique : la pénicilline, par 
exemple. Ici nous. manipulons plus simplement, nous évitons la 
complication de la recherche de la présence d’une antitoxine sérique. 
L’interrogatoire du donneur nous permettra en effet, en général avec 
précision, d’éliminer les sangs de ceux qui ont été antérieurement 
soumis a cette thérapeutique ; il convient d’éliminer méme ceux qui 
lont recue par voie buccale. 

Nous avons donc ainsi 4 notre disposition des sangs qui ne véhiculent 
surement pas d’antitoxine. 

Comme ci-dessus, préparons alors 9 tubes seulement de 1 cm? de 
sang défibriné : 
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3 tubes témoins, 

3 tubes a lysat, 

3 tubes a lysat + pénicilline. 

Le titre des 2 dilutions sera au maximum de 10—® afin d’éliminer 
strement toute activité antibiotique de la pénicilline et de laisser 
agir seulement son activité toxique [4]. 

Nous n’avons donc plus 4a retenir ici qu’une seule sélection : celle 
des sangs donnant avec le lysat des richesses microbiennes inféricures 
a celles des témoins. 

Constatations : Toujours l’activité bactéricide provoquée par le lysat 
se trouve plus ou moins empéchée par la présence de la pénicilline. 
Les tubes a lysat + pénicilline révélent la encore cette affinité du 
phagocyte pour le produit toxique. 


In vivo. — Cette derniére expérimentation nous a incité A profiter 
des antibiotiques pour explorer in vivo les manifestations des produits 
toxiques sur les phénoménes de défense. C’est méme avec une certaine 
aisance que nous avons pu réaliser cette exploration par ailleurs évidem- 
ment irréalisable expérimentalement dans de telles conditions. 

Nous ne donnerons aujourd’hui que ce simple apercu : 

Eliminons cette fois les sangs d’individus qui n’ont jamais été soumis 
aux antibiotiques. 

Retenons seulement ceux dont les renseignements précis indiquent 
une thérapeutique subie antérieurement, ceux qui sont « sous 
V’influence d’antibiotiques » (mais en dehors de toute action antibio- 
tique proprement dite). Nous en reparlerons. 

Pour chaque sang utilisons 6 tubes de 1 cm® de sang défibriné et 
comme ci-dessus préparons : 

3 tubes témoins, 

3 tubes a lysat microbien (toujours spécifiquement par rapport a la 
suspension microbienne utilisée) et a titres faibles, 10-7 par exemple. 

Constatations : en dehors de toute action antibiotique qui apporte 
évidemment une perturbation, il est quasiment constant que le chiffre 
des richesses microbiennes des tubes 4a lysat soit supérieur a celui des 
témoins (sic). Or, rappelons que dans une précédente communica- 
tion [4] nous avons dit que l’excitation de l’activité bactéricide des 
phagocytes par un lysat microbien s’observait & peu prés dans la 
majorité des sangs et nous ajoutons « non sélectionnés ». Donc, in vivo, 
encore sélectivité du phagocyte pour la toxine. 


En résumé, le phagocyte sélectionne toujours la toxine quand in vitro 
on la met a son contact en compagnie d’un lysat microbien excitateur 
de sa fonction bactéricide. Sélection qui se traduit in vivo par linhi- 
bition de cette fonction. 


BIBLIOGRAPHIE 


{4] L. Ducuon. Ces Annales, 1952, 82, 655. 
{2] L. Ducnon. Ces Annales, 1952, 82, 779. 
[3] L. Ducnon. Ces Annales, 1952, 82, 228. 


{48 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l'Institut Pasteur. 


Etude comparative de quelques milieux de culture modernes 
utilisés pour l’isolement du bacille tuberculeux, par J. R. Cat- 
MELS et H. Borsvert. 


A propos de la détermination quantitative de l’antistrepto- 
kinase, par A. Berroyr ct P. DEroLLe. 


Caractéres biochimiques des souches de peste « sauvage » 
du Kurdistan, par M. Batrazarp et P. AsLAnt. 


Immunologie de l’hémolyse. Modalités de l’action inhibitrice 
du sérum normal, par R. Laporte. 


Les groupes sanguins des moutons, par RK. Dusarric DE LA 
Rivikre, A. Eyouem et P. Muuor. 


ELECTIONS 


MM. Jacques Monnier, P. de Lajudie, A. Vaisman, EK. Brygoo, 
J. Viallier, Jacques Roux et R. Vargues, M™¢ §. Pinnert-Syndico, 
Mle D. Courtiliet, M™° 5. Béguin et M@* 0. Coppier. 

Sont également élus a titre étranger : M. le professeur E. G. D. Murray, 
MM. M. Saint-Martin, J. M. Desranleau, M. Panisset et FE. Schmid. 


LIVRES RECUS 


E. Carlinfanti et F. Magrassi. — Trattato di Malattie Infettive. Edi- 


zioni Scientifiche Italiane, Napoli (1951), 2 volumes, 1226 et 
1220 pages. 


En deux €pais volumes ramarquablement présenlés et illustrés, 
F. Magrassi et le regretté Carlinfanti présentent 1’état actuel de nos 
connaissances sur les maladies infectieuses. Une liste imposante de 
collaborateurs, une bibliographie assez soignée, un total de 2 500 pages 
disent l’ampleur de l’ceuvre. 

L’évolution de la science s’affirme particulitrement dans lVordre ow 
sont traités les sujets et la part respective qui leur est donnée. G’est 
dans le premier volume, en effet, que sont traitées les maladies 4 virus. 
ce qui met l’accent sur l’importance relative qu’elles ont prise au 
cours de ces derniéres années et sur la part prépondérante qu’elles 
occupent aujourd’hui dans les syndromes infectieux. Non seulement 
les principales maladies A virus, grippe, psittacose, maladie de Nicolas 
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et Favre, fiévre jaune, mononucléose infectieuse, etc., sont successi- 
vement traitées, mais les syndromes pouvant étre dus A plusieurs virus 
ont fait l'objet de chapitres séparés ; c’est ainsi que Magrassi a traité 
les pneumopathies dues aux virus et aux rickettsies, d’une facon qui 
aidera le clinicien A se reconnaitre au milieu des différents agents 
étiologiques des syndromes pneumoniques et a en faire le diagnostic. 
Les maladies 4 virus encore insuffisamment connues comme la fiévre 
prétibiale ou les diarrhées infantiles 4 virus, ou qui constituent encore 
des curiosités comme la fiévre 4 tiques du Colorado ou la lympho- 
cytose aigué, ont été consciencieusement traitées. La maladie rhuma- 
tismale a été comprise dans les maladies a virus. 

Dans le deuxiéme volume, les maladies classiques dues aux bacté- 
ries, aux rickettsies et aux bartonelles se trouvent réunies et traitées 
avec le méme soin du détail et de la documentation. La encore, a cété 
de maladies classiques (citons en particulier le bel article de Carlinfanti 
sur le choléra), les maladies plus rares, les infections streptobacillaires 
et l’érésipéloide ont trouvé leur place. Les grands syndromes comme 
Vendocardite lente et l’arthrite infectieuse ont été dégagés et sont 
traités séparément. Le typhus, traité par Musotlo, a recu |l’ampleur 
que méritent un tel sujet et les travaux récents dont il a été l’objet. 

Il est & peu prés inévitable que dans un traité de cette importance 
on reléve une certaine inégalité dans la valeur des articles. Cependant 
les sujets principaux ont tous été rédigés par des auteurs particu- 
liérement qualifiés et l’ensemble de l’ouvrage constitue un monument 
imposant qui fait le plus grand honneur & ses rédacteurs et aura une 


place de choix dans la bibliographie de langue italienne. 
Del: 


Vincent J. Derbes et Thomas E. Weiss. — Untoward reactions of corti- 
sone and ACTH. Blackwell Scientific Publications, Oxford, 1952. 


sil yo, 1Brine ? teh lal, KO GL. 


Parmi les nouveaux médicaments que posséde actuellement la méde- 
cine, la cortisone et 17ACTH sont parmi les plus importants. Leur 
emploi ne remonte pas encore trés loin et la période d’observation est 
par conséquent encore assez courte. Cependant, a cété d’actions théra- 
peutiques remarquables, on a déja pu mettre en évidence des effets 
nocifs assez nombreux et variés. Ce livre a pour but d’attirer l’attention 
sur les réactions facheuses auxquelles on s’expose par l’emploi de ces 
drogues. Un premier chapitre consacré au mécanisme de l’action 
physiologique de la cortisone et de ]’ACTH révéle que celte action est 
extrémement complexe et que l’administration de ces médicaments est 
susceptible d’apporter au tableau clinique de nombreuses modifications 
auxquelles on ne pouvait s’attendre avant l’extension de leur emploi 
thérapeutique. Ils agissent d’abord sur les glandes a sécrétion interne 
(hypophyse, surrénales, pancréas, thyroide, glandes sexuelles), sur les 
électrolytes du sang, sur le systéme cardiovasculaire (pression sanguine, 
coeur, électrocardiogramme). Leur réle dans les infections est particu- 
ligrement important, car ils peuvent modifier les critéres habituels de 
celles-ci : par exemple, ils suppriment la fiévre sans agir sur l’agent 
infectieux, ils provoquent des abcés, ils aggravent de nombreuses 
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maladies (poliomyélite, grippe, tuberculose, etc.). Leur action s’étend 
également sur le systeme musculaire et osseux (la croissance de la 
souris est parfois arrétée par la cortisone, les fractures ne guérissent 
pas chez le lapin, etc.), sur le tissu cutané et sous-cutané, les 
muqueuses (hirsutisme, acné, urticaire, etc.) et sur le systéme nerveux : 
on a noté des troubles assez graves de celui-ci, mais survenant surtout 
chez les sujets prédisposés et s’apaisant en général avec la cessation 
du traitement. Enfin l’action sur le tube digestif s’étend depuis les 
nausées jusqu’’a la perforation d’ulcéres duodénaux. Un dernier cha- 
pitre donne quelques conseils pour éviter toutes ces réactions facheuses. 
Hele 


K. A. Bisset. — Bacteria. FE. S. Livinglone, Edimbourg et Londres, 
1952. 112 p. Prix): 20 «sh. 


L’auteur s’est donné pour but de présenter une classification simple 
des bactéries, basée 4 la fois sur leur morphologie et sur le concept 
de ]’évolution par perte du pouvoir de synthése. Le livre est divisé 
en 25 chapitres consacrés, outre quelques chapitres de notions géné- 
rales et un chapitre sur le bactériophage, 4 chacune des familles de 
bactéries envisagées. I] est illustré de 38 figures et comprend un index 
bibliographique qui en facilite l’usage. 

Hovis 


G. E. W. Wolstenholme. — Ciba Foundation Colloquia on Endocrino- 
logy. Volume f. Steroid hormones and tumour growth. Steroid 
hormones and enzymes. 1 vol. 315 p., 48 fig., J. et A. Churchill, 
Londres, 1952. Prix : 30 sh. ; 


La premiére partie de ce livre est constituée par les comptes rendus 
in extenso de deux des Colloques internationaux sur 1|’Endocrinologie. 
On y trouvera les exposés des différents spécialistes de la question et 
les discussions qui les ont suivis. Cette partie traite du réle des hor- 
mones stéroides dans la pathogénie du cancer, et en particulier des 
tumeurs mammaires, de l’emploi des stéruides dans la thérapeutique 
du cancer et de l’action de 1’ACTH et de la cortisone. La seconde 
partie, qui traite des hormones stéroides et des enzymes, comprend les 
résumés rédigés par les auteurs dont les travaux sont discutés dans 
les discussions publiées in extenso qui suivent ces résumés. De nom- 
breuses références sont jointes 4 chacune de ces deux sections. 


Hate 


Te Gérant : G. Masson. 
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